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Ueber das Vorkommen eines proteolytischen Enzyms in gekeimten 
Samen und iiber seine Wirkung. 
Von 


WI. Butkewitsch. 


(Aus dem agricultur-chemischen Laboratorium des eidgendssischen Polytechnikums 
in Ziirich.) 


(Der Redaction zugegangen am 14. December 1900.) 


Die ersten Angaben tiber das Vorkommen eines proteo- 
lytischen Enzyms in den Samen finden wir in den Arbeiten von 
v. Gorup-besanez und H. Will!) 1874 und 1875. Dieses 
Knzvym wurde von den genannten Forschern aus den unge- 
keimten Wicken-, Hanf- und Leinsamen und den gekeimten 
Samen der Gerste, und zwar aus dem sogenannten gelben 
Darrmalz, nach der Wittich’ schen Methode isolirt. Die aus 
dem Glycerinextract durch iitherhaltigen Alkohol ausgefillte und 
durch wiederholte Aufl6sung und Fiillung gereinigte Substanz 
besass die Fihigkeit, ahnlich dem thierischen Pepsin, in Gegen- 
wart von 0,2°/oiger Salzsiure Blutfibrin geronnenes 
Kiereiweiss unter Bildung von Pepton zu_ verfliissigen. Die 
nach der gleichen Methode ausgefiihrten Versuche mit un- 
gekeimter Gerste und Luftmalz, sowie mit Lupinensamen, 
Secale cornutum, Piniensamen, Zea-Mays, Mandeln und Bohnen- 
keimlingen ergaben negative Resultate. 

Bald nach der Ver6ffentlichung der Arbeit von v. Gorup- 


1) v. Gorup-Besanez, Ueber das Vorkommen eines diastatischen 
und peptonbildenden Fermentes in den Wickensamen. Ber. d. deutsch. 
chem. Ges., Bd. VIL (1874), S. 1478; derselbe: Weitere Beobachtungen 
liber diastatische und peptonbildende Fermente im Pflanzenreich ibidem, 
Bd. VIII (1875), S. 1510. — Ueber einige Angaben von Will, vergl. 
Krauch, landw. Versuchsstat., Bd. XXIII (1879), S. 78. 
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Besanez wurde von Van der Harst?!) in den Cotyledonen 
gekeimter Phaseolussamen ein iihnliches Enzym gefunden. Ein 
Glycerinextract aus diesen Cotyledonen verdaute in Gegenwart 
von HCl Blutfibrin bis zur Peptonbildung, ein Extract aus den 
Axenorganen derselben Keimlinge zeigte diese Eigenschaft nicht. 

Krauch #) untersuchte genau nach Jer von vy. Gorup- 
Besanez beniitzten Methode eine ganze Reihe von Pflanzen- 
objecten, unter anderen Wickensamen und Darrmalz, konnte 
aber in keinem einzigen Falle Spuren proteolytischen 
Knzyms entdecken. Sich auf seine Untersuchungen stiitzend, 
kommt er zu dem Schlusse, dass die Beobachtungen von 
v. Gorup-Besanez irrthiimlich seien. Die von diesem be- 
obachtete Volumenverminderung der Fibrinflocken muss, nach 
Krauch’ s Meinung, ausschliesslich dem Einfluss des Glycerins, 
und die Biuretreaction den léslichen Eiweissstoften, die sich in 
dem von v. Gorup-Besanez enthaltenen Enzym-Praparat be- 
fanden, zugeschrieben werden. 

So stand es mit der Frage tiber das Vorkommen proteo- 
lytischer Enzyme in den Samen, als Green zur Losung der- 
selben schritt. Er benutzte eine Methode, die etwas ver- 
schieden von der von seinen Vorgiingern angewandten war. 

Als Object seiner ersten Untersuchung *) dienten ihm dic 
Cotyledonen gekeimter Lupinensamen (Lup. hirsutus). Die 
zerriebenen Cotyledonen wurden direkt mit Glycerin aus- 
gezogen, Ohne vorher mit Alkohol behandelt zu sein, wie es 
v. Gorup-Besanez that. Der erhaltene Extract wurde sorg- 
fiiltig mittelst Dialyse von allen durch Pergamentpapier diffu- 
sibeln Kérpern befreit, bis das Dialysat keine biuretreaction 
mehr zeigte und keine Krystalle beim Eindampfen ausschied. 


1) Van der Harst. Moondblad voor Naturwetensch., 1876, 20. Sept. 

2) Krauch, Beitriige zur Kenntniss der ungeformten Fermente im 
Pflanzenreich, landw. Versuchsstat., Bd. XXIII (1879), S. 78; derselbe., 
Ueber peptonbildende Fermente in den Pflanzen, ibidem Bd. XXVII (1882), 
ooo. 

3) J. R. Green, On the Changes in the Proteids in the Seed 
which accompagny Germination, Philos. Transactions of the Royal Soc. 
of London (B), 1887, Vol. 178, p. 39. 
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Die Wirkung des so gereinigten Extracts auf Bluttibrin 
wurde im Dialysator mit 0,2°/oiger Salzsiiure bei einer Tem- 
peratur von 37—40° gepriift: im dussern Gefiiss des Dialysators 
befand sich Salzsiiure derselben Concentration. Unter diesen 
Bedingungen beobachtete Green Auflésung von Blutfibrin, und 
nach einiger Zeit gelang es ihm, eine klare Biuretreaction im 
Dialysat zu erhalten, die auf die Anwesenheit von Peptonen 
schliessen liess. 

Bei vorsichtigem Eindampfen des Dialysats schieden aus 
demselben sich Krystalle aus, unter denen sich, wie Green angibt, 
Leucin und Tyrosin vorfanden. In der inneren Fliissigkeit des 
Dialysators wurden Parapepton und Albumosen nachgewiesen. 
Bei den Kontrollversuchen mit vorher aufgekochtem Samen- 
extract und ohne Extract mit 0,2° oiger Salzsiiure allein konnte 
(;reen keine Verdauung des Fibrins und keine Bildung von ins 
Dialysat tibergehenden Produkten constatiren; in der inneren 
liissigkeit des Dialvsators wurden bei dem Versuche mit 
Salzsiiure allein nur Spuren von Albumosen nachgewiesen. 

sel der Wiederholung dieses Versuchs mit aus Lupinen- 
samen isolirten Eiweissstoffen bekam Green dasselbe Resultat: 
auch hier wurde im Dialysat die Anwesenheit von Peptonen 
constatirt, und beim Eindampfen des Dialysats ebenfalls die 
Abscheidung krystallinischer Produkte beobachtet. Bei allen 
diesen Versuchen konnte die biuretreaction im Dialysat nie 
erhalten werden, wenn im Dialysator Ferment fehlte. 

Zur Beseitigung jeglichen Zweifels beziiglich des Ur- 
sprungs der krystallinischen Produkte wechselte Green in 
einer Reihe von Versuchen mit Eiweissstoffen aus Samen, 
nach bestimmten Zeitintervallen, die Aussenfliissigkeit des 
Dialysators und fand bei der Untersuchung jeder einzelnen 
Fraction des Dialysats in den letzten Fractionen eine grossere 


Quantitat krystallinischer Produkte als in den ersten, was auf 


ihre Bildung bei der Verdauung schliessen lisst. In einzelnen 
Fiillen beobachtete Green beim Eindampfen des Dialysats die 
Abscheidung von Krystallen, die, wie er sagt, dem Asparagin 
ihnlich waren: jedoch sind sie von ihm nicht naher unter- 
sucht worden. 

1* 
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Etwas spiter constatirte Green mit Hilfe derselben Me- 
thode die Anwesenheit eines  proteolytischen Enzyms im 
Endosperm der gekeimten Samen von Ricinus communis. !) 
Auch in diesem Falle wurden nach Green s Angaben unter 
den Produkten der Einwirkung des aus den Endospermen 
erhaltenen Extracts auf Fibrin nicht allein Pepton, sondern 
auch krystallinische Korper (Tvrosin) gefunden. 

Etwas spiiter hat Neumeister?) tiber das Vorkommen 
proteolytischer Enzyme in den Samen und den Keimpflanzen 
Versuche angestellt, bei denen er die Absorbirbarkeit solcher 
Enzyme durch frisches Blutfibrin zur Abscheidung derselben 
aus den Extracten zu verwenden suchte. Frisch bereitetes 
Fibrin wurde eine Zeit lang im wiisserigen Extracte des unter- 
suchten Objectes liegen gelassen und darauf in eine O,8°oige 
Oxalsiiurel6sung (0,2°;oige HCl tibt nach Neumeister s Be- 
obachtungen, eine zerstOrende Wirkung auf das Enzym der 
Samen) gebracht und sammt dieser LOsung in den briitofen 
gestellt. Auf diesem Wege wurde die Anwesenheit eines 
proteolytischen Enzyms, auf die Neumeister aus der Fibrin- 
auflodsung und der Peptonbildung schloss, nur in einigen Keim- 
lingen (Gerste, Mohn, Riiben, Mais und Weizen) constatirt, 
wobei der Gehalt dieses Enzyms in den spiiteren Entwick- 
lungsstadien der Keimpflanzen bedeutend zunahm. 

Bei andern, im gleichen Alter wie die vorhergenannten 
untersuchten Keimlingen und jungen Pflanzen (Lupinen, Wicken, 
Erbsen, Roggen und Hafer), ebenso wie bei allen untersuchten 
ungekeimten Samen, konnte Neumeister nach seiner Methode 
kein Enzym nachweisen. 

Bei einigen Pflanzen der letzten Kategorie constatirte 
Neumeister bei der Keimung der Samen die Bildung von 
Peptonen oder eine Zunahme des Gehaltes derselben und 


1) J. Rh. Green, On the Germination of the Seed of the Castor 
oil-Plant (Ricinus communis). Proceedings of the Royal Society of London, 
Vol. (1890), S. 370. 

2) R. Neumeister, Ueber das Vorkommen und die Bedeutung 
eines eiweissldsenden Enzyms in jugendlichen Pflanzen. Zeitschr. fiir 
Biologie. Bd. 30 (1894), S. 447. 
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spricht deshalb die Meinung aus, dass in diesen Fiillen die 
Peptonisirung der Eiweissstoffe in der Pflanze durch die Wir- 
kung des lebendigen Protoplasmas bedingt wird. Diese von 
Neumeister ausgesprochene Ansicht stiitzt sich auf die An- 
nahme, dass die von ihm zum Nachweis des proteolytischen 
Enzvyms angewandte Methode die Anwesenheit desselben in 
allen Fiillen, in denen es vorkommi, nachwelsen muss. 

Die von Frankfurt!) ausgefiihrten Untersuchungen mit 
Weizenkeimen zeigten jedoch, dass in einigen Fiillen, in 
welchen das peptonisirende Enzyin nach dem Wittich schen 
Verfahren isolirt werden konnte, es unmoglich war, dasselbe 
nach der von Neumeister angewandten Methode nachzuweisen: 
diese Untersuchungen konnten daher Zweifel daran erwecken, 
dass Neumeister s Methode allgemein brauchbar ist.?) 

Auffallend ist auch die Thatsache, dass Neumeister 
kein proteolytisches Enzym in den Samen und Keimlingen der 
von ihm untersuchten Leguminosen nachgewiesen hat, wihrend 
doch bekanntlich die Keimung dieser Samen von einem be- 
sonders energischen Eiweisszerfall begleitet wird. Ausserdem 
stehen seine negativen Resultate fiir die Lupinenkeunlinge im 
Widerspruch mit den Resultaten der Untersuchung Green's, 
dessen Versuche sehr sorgfiiltig ausgefiihrt sind. *) 

1) S. Frankfurt, Landw. Versuchsstat. Bd. 47 (1896), S. 466. 

2) Als Mangel der von Neumeister benutzten Methode kann 
man wohl auch den Umstand betrachten, dass er bet der Darstellung 
des Extracts aus den untersuchten Objecten letztere einer vorherigen 
Trocknung nicht unterwarf. Diese Operation spielt eine bedeutende 
Rolle beim Nachweis der Enzyme, wie es die Angaben anderer Autoren 
fir andere Enzyme (Diastase, Invertin, Glycase), ebenso die von Frank- 
furt (1. ¢.) fiir die peptonisirenden Enzyme der Weizenkeime gezeigt 
haben. Dem Einfluss des Trocknens ist es wahrscheinlich zuzuschreiben, 
dass Gorup-Besanez ein peptonisirendes Enzym in Darrmalz_ fand, 
seine Anwesenheit im Luftmalz aber nicht nachweisen konnte. 

3) In seiner oben citirten Arbeit unterwirft Neumeister Green’s 
Versuche einer scharfen Kritik. « Die Experimente », sagt er, «auf welche 
(rreen seine Resultate stiitzt, scheinen mir nichts weniger iiber- 
zeugend». Wie es scheint, war aber Neumeister mit den Original- 
abhandlungen Green's nicht bekannt. In seiner Kritik der Versuche 
des letztern erwihnt er einige wichtige Details der Versuche Green's 
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Kinige Angaben iiber das Vorkommen eines proteolytischen 
Knzyms in Samen finden wir in der vor Kurzem erschienenen 
ausgedehnten Arbeit von Fermi und Buscaglioni.!) Diese 
Autoren benutzten die von Fermi zur Untersuchung des 
proteolytischen Enzyms in den Bacterien zuerst) angewandte 
Methode und wiesen in einer Reihe von gekeimten und von 
ruhenden Samen das Vorkommen eines Enzyms nach, welches 
die Fihigkeit, Gelatine zu verfliissigen, besitzt. In  einigen 
Killen gaben die Versuche mit Samen, sogar mit gekeimten, 
negative Resultate. Aber die Autoren selber schreiben diesem 
Befund keine endgiiltig entscheidende Bedeutung zu, weil 
die Resultate der Versuche fiir eine und dieselbe Art in ver- 
schiedenen Fiillen verschieden ausfielen. M. Soave?) hat 
Kiweissspaltung in gekeimten Samen nachgewiesen, deren 
Kntwickelung durch Einwirkung aniisthetischen Mitteln 
(Chloroform, Aether) vollstiindig aufgehoben wurde, und spricht 


nicht, die von diesem in seiner ersten Arbeit (1887) beschrieben wurden: 
auch citirt er gar nicht diese Arbeit Green's, sondern nur eine spiitere. 
im Jahre 1890 veréffentlichte tiber die Umwandlungen der Reservestoffe 
in den keimenden Ricinussamen, in welcher der Autor Versuche mit 
proteolytischem Enzym gar nicht niiher beschreibt, und nur sagt. dass 
dieselben ebenso angestellt waren wie die Versuche mit Lupinensamen, 
und dass sie dieselben Resultate ergaben. Neumeister hilt die von 
(ireen angewandte Methode zur Priifung auf das Vorhandensein eines 
Knzyms Hilfe des Dialysators nicht fiir tiberzeugend, da 0,2° 
HCl schon an und fiir sich die Umwandlung von gequollenem Fibrin 
unter Bildung von diffusibeln Produkten (Albumosen und auch Peptonen) 
hervorruft, erwahnt aber nicht, dass Green in allen Fallen Kontroll- 
versuche angestellt hatte, in welchen die Bildung solcher Produkte nicht 
beobachtet wurde. Ebenso erwihnt Neumeister nicht die krystalli- 
nischen Produkte, die von Green im Dialysat in denjenigen Fiillen 
nachgewiesen wurden, in denen Fibrin oder Eiweissstoffe aus Samen der 
Kinwirkung des Glycerinextracts unterworfen wurden. 

1) Cl. Fermi und Buscaglioni, Die proteolytischen Enzyme im 
Pilanzenreiche. Centralbl. f. Bact., Parasitenk. etc. Abth. II, Bd. 4, 1899. 
S. 24. 

2) Marco Soave, Contributo allo studio della funzione fisiologica 
dei fermenti chimici o enzimi nella vita della plante. Ricerche chimico- 
fisiol. sulla germinazione dei semi sotto Tazione degli anestetica. Le 
stuzioni sperimentali agrarie italiane. Vol. XXXII, Fase. VI, 1899, 3. 553. 
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danach auch die Vermuthung aus, dass in den Keimpflanzen 
ein eiweissspaltendes Enzym vorkommt. 

Ferner mtissen wir einige in neuester Zeit erschienene 
Arbeiten tiber das proteolytische Enzym des Malzes erwiihnen. 
Laszezynski!) untersuchte nach verschiedenen Methoden 
griine Gerstenkeimlinge und getrocknetes Malz. Er gelangte 
dabei zu einander widersprechenden Resultaten, kommt aber 
schliesslich zu den Schlussfolgerungen, dass die gekeimte Gerste 
kein proteolytisches Enzym enthiilt und dass die verschiedene 
Lislichkeit der stickstoffhaltigen Substanzen des Malzes von 
den Extractionsbedingungen abhiingig ist. Zu derselben Schluss- 
folgerung kommt auch Loé,?) der die Wirkung der aus griinen 
Gerstenkeimlingen und aus Malz gewonnenen Extracte auf die 
in der Gerste vorhandenen Eiweissstoffe untersuchte. 

Ganz vor Kurzem, als meine Arbeit schon zu Ende 
gefiihrt war, erschienen beinahe gleichzeitig zwei Arbeiten, 
in denen, im Gegensatz zu den Schlussfolgerungen der eben 
genannten Autoren, die friiheren Angaben von v. Gorup- 
Besanez und von Neumeister tiber das Vorkommen eines 
proteolytischen Enzyms in der gekeimten Gerste eine iiber- 
zeugende Bestiitigung finden. Ausserdem finden wir in diesen 
Arbeiten Angaben, wonach die Kiweissspaltung durch das Malz- 
enzym sich tiber die durch Phosphorwolframsiure fallbaren 
Peptone hinaus erstreckt. 

Eine dieser Arbeiten ist von Fernbach und Hubert.*) 
Zur Untersuchung wurde Malzextract, das durch Filtration 
mittelst des Chamberland’schen Filters bacterienfrei gemacht 
war, angewendet. Dieses Extract vertliissigte Gelatine. Bei 
einer Temperatur zwischen 20—70° der Verdauung unter- 
worfen, verlor es eine erhebliche Menge der durch Erwiirmen 

1) B. de Verbno Laszezynski, Ueber das Vorkommen eines 
peptonisirenden Enzyms (Peptose) im Malz etc. Zeitschr. f. das gesammte 
Brauwesen. XXII, 1899, HH. 6, 7, 10 und 11. 

2) W. Loé, Enthalt das Malz ein peptonisirendes Enzym? Der 
Bierbrauer. 1899, H. 6. 

3) A. Fernbach et L. Hubert, Sur la diastase proteolytique du 
malt. Compt. rend. T. 130, No. 26, 3. 1783. 
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coagulirbaren Eiweissstoffe, wobei die Menge der durch Phos- 
phorwolframsiiure nicht fillbaren stickstoffhaltigen Korper stieg, 
eine Thatsache, aus der die Autoren schliessen, die 
spaltende Wirkung des Enzyms noch tiber die Bildung von 
Peptonen hinausging. Die bei verschiedenen Temperaturen 
angestellten Versuche zeigen dabei, dass die Erhéhung der 
Temperatur bis 60° die Eiweisspeptonisirung beschleunigt, aber 
die Bildung von durch Phosphorwolframsiiure nicht féillbaren 
Korpern hemmt (die relative Menge der letzten war. grésser 
bei niedrigeren Temperaturen). Auch wurde aus dem Malz- 
extract durch Fiillen mittelst Weingeist eine Substanz erhalten, 
welche die Fihigkeit, durch Erhitzen coagulirte Eiweissstoffe 
des Malzextracts und unldsliche Stickstoffverbindungen der 
Gerste zu losen, besass. 

Kine Beschreibung derselben Erscheinungen in’ Bezug 
auf das Malzextract finden wir in einer anderen Arbeit von 
Windiseh und Schellhorn.?) Zur Beseitigung von Mikro- 
organismen wandten diese als antiseptische Mittel Chloroform 
und Thymol an. Was die Bedingungen der Wirkung des 
proteolytischen Malzenzyms anbetrifft, so fand die Verdauung 
von Eiweissstoffen alkalischen, neutralen und sauren 
Losungen statt, als das giinstigste Medium erwiesen sich aber 
oige Losungen von organischen Siiuren (Milchsiure, 
Essigsiiture, Bernsteinsiiure). Beziiglich des Einflusses der 
Temperatur stellten Windisch und Schellhorn ebenso wie 
Fernbach und Hubert fest, dass bei héheren Temperaturen 
die Kiweissspaltung schnell, aber nicht weitgehend ist, bei 
niedrigeren umgekehrt. Das durch Fiillung mittelst Weingeist 
aus dem Glycerinextract isolirte Enzym wirkte auf ungelostes 
Kiweiss und eiweissartige Stoffe thierischen Ursprungs, ver- 
mochte aber nicht die in ungeléstem Zustande vorhandenen 
Gersten, resp. Malzeiweissstoffe anzugreifen. Die letzte bBe- 
obachtung widerspricht den oben erwahnten Ergebnissen von 
Fernbach und Hubert. Ferner haben Windisch und 
Schellhorn mit Hilfe der Fermischen Methode (Verfliissigung 

1) W. Windisch und B. Schellhorn, Ueber das elweissspaltende 
Enzym der gekeimten (erste. Wochenschr. f. Brauerei, 1900, H. 24—2. 
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der Gelatine) das Vorkommen eines proteolytischen Enzyms 
auch in einigen anderen gekeimten Samen nachgewiesen. 

Wie schon oben erwiihnt, zerspaltete das von Green 
angewendete Glycerinextract aus Lupinen- und Ricinussamen, 
iihnlich dem thierischen Trypsin, die Eiweissstoffe zur 
Bildung krystallinischer Produkte. Diese interessante und aut 
diesem Gebiete einzige Beobachtung!) scheint gar keine Aul- 
merksamkeit auf sich gezogen zu haben, und fast bei keinem 
der Autoren, welche die Frage des Eiweisszerfalls bet der 
Keimung der Samen behandelt haben, finden wir irgend welchen 
Hinweis darauf, woran vielleicht neben der unvollstandigen 
Identificirung jener Produkte durch Green (vel. S. 32 3d) 
Neumeister abfiillige Kritik der Versuche Green's die 
Sschuld_ triigt.*) 

Um einen Beitrag zur Losung der Frage tiber das Vor- 
kommen des proteolytischen Enzyms in den Samen und iiber 
seine Wirkung zu geben, habe ich, bevor ich die Tsolirung 
desselben unternahm, Versuche mit der Substanz der Samen 
selbst, fhnlich den Versuchen von Salkowski?) iiber Auto- 
digestion» der thierischen Organe angestellt. Ich lasse hier 
zunichst die Beschreibung der in’ dieser Weise von mir 
angestellten Versuche folgen. 

1) Allerdings hat v. Gorup-Besanez (Ber. d. deutsch. chem. Ges. 
Vil. |. ¢.) einen Versuch gemacht, solehe Produkte bei der Verdauung 
von Fibrin durch ein proteolytisches Enzym aus Wickensamen nachzu- 
weisen. Bei diesem Versuche ging er von der Voraussetzung aus, dass 
man in dem von ihm in den Wickenkeimlingen gefundenen Asparagin und 
Leucin Produkte einer enzymatischen Spaltung der Eiweisskérper zu sehen 
habe. Sein Versuch aber ergab negative Resultate, vielleicht aus dem 
Grunde, weil er nicht wie Green vekeimte, sondern ruhende Samen ge- 
nommen hatte. 

2) Vergl. die Abhandlung von E. Schulze «Ueber den Eiweiss- 
umsatz und die Bildungsweise des Asparagins und Glutamins in den 
Pflanzen», Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXVI (1898 99), S. 411, sowie 
auch W. Pfeffer’s «<Pflanzenphysiologie», I. Bd., I. Aufl, 1897, 5. 464 
und 511. Die beiden genannten Autoren stiitzen sich nur auf die oben 
citirte Abhandlung von R. Neumeister. 

3) Salkowski, Ueber Autodigestion der Organe. Zeitschr. f. 
Klin, Med., Bd. XVII, 1890. Suppl... 8. 77. 
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I. Versuche tiber die Autolyse oder Selbstverdauung der 
Keimpflanzensubstanz. 


Folgende Gedanken lagen diesen Versuchen zu Grunde: 
Wenn man die gekeimten Samen bei einer Temperatur von 
3o—40" C. trocknet, so wird das in denselben etwa_ vor- 
handene Enzym nicht veriindert werden. Wenn man nun die 
getrockneten Substanzen fein zerreibt, das zuvor mit Aether 
hehandelte Pulver mit Wasser tibergiesst und hierauf unter 
Bedingungen, welche die Mitwirkung von Spaltpilzen  aus- 
schliessen, eine Zeit lang auf 35—+40° C. erwiirmt, so kénnen 
durch das Enzym die in der gepulverten Substanz vorhandenen 
Kiweissstoffe gelést und vielleicht) auch gespalten werden. 
Kine solche Wirkung des Enzyms kann dagegen nicht ein- 
treten, wenn man bei im Uebrigen ganz gleicher Anordnung 
des Versuches das mit Wasser tibergossene Keimpflanzenpulver 
kurze Zeit auf 100° erhitzt. 

Ieh habe solche Versuche sowohl mit gekeimten, als 
auch mit ungekeimten Samen angestellt. In allen Fillen wurden 
die Substanzen in der gleichen Weise vorbereitet. Nach dem 
Trocknen bei 35—40° C. wurden die Samen im Morser zer- 
kleinert, mit Hilfe der Dreefs schen Reibe in ein staubfeines 
Pulver verwandelt und darauf wiihrend zwei bis drei Tagen 
mit Aether extrahirt. 

Nach Beendigung des Erhitzens im Thermostat wurde 
in der Regel der Inhalt eines jeden Kolbens nach Stutzer’s 
Vorschrift: mit Kupferoxydhydrat erhitzt, dann aufs Filter ge- 
bracht, der Filterinhalt mit Wasser gut ausgewaschen und 
sodann fiir die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl’ s Methode 
verwendet: die so erhaltene Stickstoffmenge wurde als »Pro- 
teinstickstoff> in Rechnung gestellt. Das Filtrat wurde mit 
Schwefelsiiure angesiiuert, sodann mit, Phosphorwolframsiure 
versetzt, der dadurch erzeugte Niederschlag abfiltrirt, mit 5° viger 
Schwefelsiiure ausgewaschen und gleichfalls zur Stickstoff- 
bestimmung verwendet. Durch Subtraction des Proteinstick- 
stoffs und der im Phosphorwolframsiiureniederschlag gefundenen 
Stickstoffmenge vom Gesammtstickstoff ergab sich die Stick- 
stoffquantitiit, welche den durch Phosphorwolframsiiure nicht 
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fiillbaren Verbindungen (Amidosiiuren u. s. w.) angehdrte. In 
einigen Fiillen analysirte ich nicht den Gesammtinhalt des 
Kolbens, sondern nur die vom ungelésten Riickstand ab- 
filtrirte Fliissigkeit; in abgemessenen Antheilen dieser Fltissig- 
keit wurden der Gesammtstickstoff, der Proteinstickstoff und 
die im Phosphorwolframsiiureniederschlag enthaltene Stick- 
<toffmenge bestimmt. 

Es ist zuzugeben, dass diese in ihrer Austiihrung sehr 
einfachen analytischen Verfahren unvollkommen sind. Dass 
man durch Stutzer’s Methode manchen Fiillen keine 
~charfe Trennung der Proteinstoffe yon den nichtproteinartigen 
Verbindungen erreichen kann, ist von verschiedenen Autoren }) 
hervorgehoben worden. In dem Niederschlag, welchen Phos- 
phorwolframsiiure in den nach Stutzer’s Verfahren von den 
Kiweissstoffen befreiten Fliissigkeiten hervorbringt, konnen 
neben Peptonen Hexonbasen und andere Stoffe basischer Natur 
enthalten sein: dieser Niederschlag kann also Stickstoffver- 
bindungen  einschliessen, welche verschiedenen Stoffgruppen 
angehoren. Wenn aber auch jene Methoden nur unyoll- 
kommenen <Aufschluss iiber die Vertheilung des Gesammtstick- 
stoffs auf die verschiedenen Stoffgruppen gewiihren, so habe 
ich doch mit ihrer Hilfe mit Sicherheit nachweisen konnen, 
dass in meinen Versuchen die Eiweissstoffe eine starke Zer- 
setzung erlitten und dass dabei auch Produkte, die nicht durch 
Phosphorwolframsiure fiillbar sind, entstanden: die Anwendung 
jener Methoden genitigte also fiir den Zweck, den ich bei Aus- 
ftihrung meiner Analyse verfolgte. 

Es erschien wiinschenswerth, in den Versuchsfliissigkeiten 
auch noch das beim Kochen mit verdiinnter Salzsiiure *) ent- 
stehende Ammoniak?) zu bestimmen, weil sich daraus nach 
Sachsse's Verfahren der Asparagingehalt der Fliissigkeiten 
berechnen liisst, fretiich nur unter der Voraussetzung, dass 


1) Ich verweise auf die Abhandlungen E. Schulze’s sowie auf 
die oben citirte Arbeit Laszezynski’s. 

3) Auf 100 cem. Fliissigkeit setzte ich 5 cem. concentrirte HCl zu. 

3) Im Folgenden kurz als «leicht abspaltbares Ammoniak» be- 
zeichnet. 
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ausser Asparagin keine andere durch verdiinnte Salzsaiure 
unter Ammoniakbildung zersetzbare Substanz sich vorfand. 
Ich hielt es fiir zweckmiissig, fiir diese Bestimmung das Filtrat 
vom Phosphorwolframsiiureniederschlag zu verwenden, weil 
durch die Fiillung mit diesem Reagens die peptonartigen Stofte 
und das urspriinglich vorhandene Ammoniak entfernt sein mussten. 
(Die in diesem Filtrat noch vorhandene Phosphorwolframsiiure 
und Schwefelsiiure beseitigte ich mit Baryvt.) In einigen Fiillen 
wurde jedoch jene Bestimmung in Fliissigkeiten ausgefiihrt, die 
nur durch Fiillung mit Bleiessig gereinigt worden waren. 


A. Versuche mit zweitagigen Keimpflanzen von Lupinus angustifolius. 


Ungefiihr gleiche Mengen der nach der oben beschriebenen 
Methode praparirten” Keimpflanzensubstanz wurden in Erlen- 
mever sche Kolben gebracht, in jeden derselben eine be- 
stimmete Quantitiit Thymolwasser gegossen und ausserdem noch 
festes, fein zerriebenes Thymol hineingethan, so dass letzteres 
also stets im Ueberschuss vorhanden war. Alle Kolben, deren 
es 10 gab, wurden darauf im Thermostat auf 35—40° erwarmt, 
nachdem die Kolben | und I zuvor 10 Minuten lang im Wasser- 
bade auf fast 100° erhitzt worden waren. Nach Verlauf von 
4 Tagen wurden zwet andere Kolben, Tf und IV, einem eben- 
solchen Erwirmen wie die vorigen unterworfen und wieder in 
den Thermostat gestellt. Nach 4 Tagen wurde mit weiteren 
Kolben ebenso verfahren u. s. w. Nach Verlauf von 16 
Tagen wurde der Versuch beendigt. Der Inhalt der Kolben 
wurde nun den oben beschriebenen Bestimmungen unterworfen. 
Die gleichen Bestimmungen wurden auch in der urspriinglichen 
Substanz ausgetiihrt:; ausserdem wurde in letzterer auch der 
Gesammtstickstoff bestimmt. 

Ehe ich die bei diesen Bestimmungen erhaltenen Zahlen 
folgen lasse, sel noch erwiihnt, dass bei Beendigung der Ver- 
suche die in den Kolben iiber dem Ungelésten stehenden 
Fliissigkeiten klar waren, sowie auch, dass die zu Beginn 
des Versuches nicht zum Kochen erhitzten Fliissigkeiten beim 
Krwirmen mit Kupferoxydhydrat nach Stutzer’s Vorschrift 
stark blaue Firbung annahmen, wiihrend die zu Beginn des 
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Versuches gekochten Fliissigkeiten sich bei gleicher Behandlung 
nur hellgriin firbten. Diese Erscheinung deutet schon darauf 
hin, dass in den nicht gekochten Fliissigkeiten Amid- oder 
andere Stickstoffverbindungen, welche Kupferoxydhydrat lOsen, 
sich vorfanden. 

Von den bei den Analysen erhaltenen Zahlen fiihre ich 
nur die Durchschnittswerthe an:?) 


Tabelle a. 


| iv! vo. vi [vito vill! IX X 
Urspriing- zu Anfang) 
liche | nach nach nach | nach 
Tagen | & Tagen 12 Tagen | 16 Tagen 
Substanz |Versuches| socht | gekocht | gekocht | gekocht 
| gekocht | | | | 
Abgewogene Sub- | | 
— |2,1062 ¢ 2,1637 | 2.0830 g 2.0205 2.0037 ¢ 
| 
Gesammt-N. . | 7,07 Jo | | | — 
| 
Protein-N . . | 6,33 °/o | 6,26 %/o | 5,28 | 4,990 | 4,82 %/o | 4,85 
| 
N im Phosphor- | 
wolframsaure- | 


niederschlag . . [ 0,30 %/o | 0.3420 | 0,43 °/o | 0,42 °/o | 0.44 | 0.43% 

N im Filtrat vom 
Phosphor- | 
wolframsiiure- 
niederschlag . . | 0,42 °%/o | 0,- 

N des leicht ab- 
spaltbaren 
Ammoniaks 
(nach Sachsse’s 
Methode) . . 


= 


1,66 | 1,81 


| 


| 


| | 


1.36 


1,79 %% 


Fliiss. durch 
Ph.-W.S gereinigt. 


0,12 — — | 0.28% 


Wie aus den angefiihrten Zahlen zu ersehen ist, erlitten 
die Eiweissstoffe in den nicht auf 100° erhitzten Kolben eine 
Veranderung, unter Budung von Produkten, die nur zum 
Theil durch Phosphorwolframsiiure fiillbar waren, wiihrend die 
in den Kolben I und II befindliche Substanz ihre Zusammen- 


1) Die analytischen Belege theile ich weder hier noch bei den 
spater folgenden Versuchen mit. In Betreff dieser Belege verweise ich auf 
eine ausfiithrlichere Publication, die in russischer Sprache erfolgen wird. 
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setzung nur ganz unbedeutend iinderte. Ausserdem wurde in 
den erstgenannten Kolben die Bildung von Produkten konstatirt, 
die Ammoniak beim Kochen mit verdiinnter HC] nach Sachsse 
abspalten. Zur Kontrolle dieser Beobachtung wurde noch ein 
Versuch angestellt, bei welchem nur der leicht abspaltbare 
Stickstoff nach Sachsse und der Ammoniakstickstoff nach 
Bosshard!) bestimmt wurden. 


Tabelle b. 


| 
Il tl 
zu Anfang 
nach nach 
des | 
| §& Tagen 16 Tagen 
Versuchs | _ 
‘koe ekoc 
gekocht — 
| 
Abgewogene Substanz. . 43242 ¢ | 43049 g | 41625 g 
N des leicht abspaltbaren Ammoniaks \2 | 
(nach Sachsse’s Methode). . . 0,17 %o OBL 
Ammoniak-N im Phosphorwolframsiiure- 
niederschlag (nach Bosshard) 0.009% | 0,009 | 0,019 


Auch hier wurde die Bildung von Peoduiten constatirt. 
die beim Erhitzen mit verdiinnter Salzsiiture Ammoniak geben. 
Der Ammoniakgehalt’ in der untersuchten Substanz war in 
allen Fiillen ein unbetriichtlicher. 

Die in meinen Versuchen beobachtete Eiweisszersetzung,. 
welche durch kurzes Erhitzen des Kolbeninhalts auf ca. 100° 
verhindert werden konnte, kann wohl fiir sich allein, auch 
ohne dass die Hesultate anderer Versuche noch beriicksichtigt 
werden, als eine bestiitigung fiir Green's Annahme, dass in 
den Lupinus-Keimpflanzen ein proteolytisches Enzym sich findet, 
betrachtet werden: denn es ist nicht ersichtlich, welches 
andere Agens in diesen Versuchen die Eiweissstoffe zum Zerfall 
gebracht haben konnte. Dass es sich hier um die Wirkung 
des lebenden Protoplasmas der Keimpflanzen handelte, ist schon 
deshalb nicht anzunehmen, weil das Keimpfianzenpulver einige 
Tage unter Aether gewesen war. Ebensowenig kann an die 
Mitwirkung von Spaltpilzen bei der Eiweisszersetzung gedacht 
werden, da Thymol im Ueberschuss zugesetzt war. 


1) E. Bosshard, Ueber Ammoniakbestimmung in Pilanzensiifien 
und Pilanzenextracten. Zeitschr. f. analyt. Chemie, Bd. XXII (1883), 5. 329. 
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Um aber die Nichtbetheiligung von Spaltpilzen an dem 
beschriebenen Process noch bestimmter beweisen zu kénnen, 
habe ich noch folgenden Versuch angestellt. In einen sterili- 
sirten Kolben wurden ca. 2 g des Keimpflanzenpulvers gebracht, 
dann wurde Aether daraufgegossen und der Kolben nun mit 
einem Baumwollepfropfen verschlossen. Nach 3 Tagen liess 
ich den Aether bei einer Temperatur von 35—40° verdunsten 
und brachte dann eine durch Erhitzen sterilisirte Thymollésung 
unter den nOthigen Vorsichtsmassregeln in den Kolben. Dann 
wurde der Kolben in einem Versuche 3 Tage, in einem zweiten 
7 ‘Tage lang auf 35—40° erhitzt. Zwei andere Kolben, von 
denen einer bei beginn des Versuchs auf ca. 100° erhitzt 
wurde, wurden mit threm Inhalt ebenso behandelt, wie es im 
Versuche a geschehen ist. Die bei der Analyse des Kolben- 
inhalts erhaltenen Resultate theile ich im Folgenden mit. 


Zu I. | Ill. | 

jee | Nicht Nicht 

Versuches | 8ekocht, gekocht, “pi “ht, 
| Sterilisirt. | sterilisirt ich 


| 
| sterilisirt 


Dauer des Versuchs .... 7 Tage | 3 Tage | 7 Tage 7 Tage 
5 | | = 5 
2.014 g | 2,025 g 
| 


Abgewogene Substanz .. . 2,028 | 2,057 ¢ | 

| | 


Man sieht aus den Zahlen der Tabelle, dass in den 
Kolben Il und HI, in denen eine Mitwirkung von Spaltpilzen 
absolut ausgeschlossen war, trotzdem Spaltung von Eiweiss- 
stoffen stattgefunden hatte und dass diese Spaltung im Kolben III 
ebenso stark gewesen war, wie in dem ebenso lange im Ther- 
mostaten erhitzten Kolben IV, welcher nur in der gewOhnlichen 
Weise behandelt wurde. 

Ich kehre nun noch einmal zu einer Betrachtung der Tabelle a 
zuriick. Die Zahlen dieser Tabelle zeigen, dass der Eiweiss- 
zerfall in den ersten Tagen ziemlich energisch vor sich ging, 
dann langsamer wurde und nach 12 Tagen vollstiindig aufhorte. 
Die Menge der in diesem Zeitraum zerfallenen Proteinstofle 
betriigt ca. 24°/o der urspriinglichen Menge derselben. 

In der Annahme, dass die genannte Verzégerung und 
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sjeendigung der Reaction durch den Einfluss der gebildeten 
Produkte bedingt wird, habe ich mit derselben Substanz einen 
anderen Versuch mit einer verhiiltnissmiissig grosseren Menge 
Wasser angestellt. In diesem Falle wurde die Fliissigkeit nach 
Beendigung des Versuchs zuerst durch Flanell und dann durch 
ein Papierfilter filtrirt. Das Volumen des Filtrats wurde ge- 
messen und in bestimmten Quantitiiten desselben der Gesammt-N, 
der Protein-N u. s. w. bestimmt. Alle in den Tabellen angefiihrten 
Zahlen driicken den Stickstoffgehalt in Procenten der ftir den 
Versuch verwendeten Substanz aus. 

Dauner der Versuche 12 Tage. 


Tabelle e. 


Temperatur 40°, 


Zu Anfang des | li. 


Versuches | Nicht gekocht 
gekocht 


Abgewogene Substanz .. . 10,5063 10,9340 ¢ 


N im ungelésten Riickstand . 4,96 3.40 
Protein-N im Filtrat. 0.0... 1.24 °/» 1.50 
Protein-N (zusammen)... .. . 6,20 4.90 ° 9 
N im Phosphorwolframsiureniederschlag O31 0,45 
N im vom Phosphorwolframsiure- | 
N des leicht abspaltbaren Ammo- { 0,16 ° » 0,37 °/o 


niaks (nach Sachsse’s Methode) | (Ph.W.)2) 0,12 °/o 0,27 °/o 


Bei diesem Versuche ging der Eiweisszerfall nicht weiter, 
ils bet vorhergehenden. Der niichste Versuch zeigte, 
dass im Filtrat vom I. Kolben kein actives Enzym vorhanden 
war. Aus diesem Filtrat wurden 50 cem. (das gesammte 
Filtrat betrug 266 ccm.) genommen und wieder 7 Tage lang 
in den Thermostat gestellt. Die Analyse zeigte keine Ver- 
anderungen, 

Protein-N 1,49° o: N im Phosphorwolframsiureniederschlag 
0,47°/o: Nnach Sachsse (Fliiss. durch Ph.-W.S. gereinigt) 0,27°o. 

Man darf wohl annehmen, dass in den Keimpflanzen die 


1) Die Fliissigkeit wurde mittelst Bleiessig gereinigt. 
2) Die Fliissigkeit wurde durch Phosphorwolframsiiure gereinigt. 
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Bedingungen tiir die Wirkung des Enzyms noch giinstiger liegen, 
als es in meinen Versuchen der Fall war. Denn erstens werden 
in den Keimpflanzen die durch das Enzym entstandenen Pro- 
dukte aus den Cotyledonen, in denen das Enzym sich neben 
den seiner Wirkung unterliegenden Reserveproteinstoffen vor- 
findet, bestiindig weggefiihrt; zweitens ist das Enzym in con- 
centrirterer Losung vorhanden und es ist bekannt, dass eine 
grosse Wassermenge schiidlich auf die Enzyme wirkt.. Endlich 
aber darf man auch annehmen, dass in den Keimpflanzen das 
Knzyvm immer wieder von Neuem sich bildet, wofiir sowohl 
Angaben von Neumeister, von Green und von Windiseh 
und Schellhorn, als auch die mit anderen Enzymen gemachten 
Krfahrungen sprechen.*) 

Ferner stellte ich im Hinblick auf die Angabe Green s, 
dass das proteolytische Enzym bei Gegenwart 0,2° oiger Salz- 
siiure am besten wirkte, einen Versuch mit der gleichen Substanz 
(von zweitagigen Lupinenkeimlingen) und unter denselben Ver- 
suchsbedingungen an, wobei ich jedoch statt Thymolwasser 
Salzsiiure obiger Concentration zusetzte. Parallel damit wurde 
auch ein Versuch mit O,1°/oiger Sodalésung angestellt. 
beiden Fiillen wurde, wie auch friiher, festes Thymol im 
Ueberschusse zugesetzt. 

Dauer der Versuche 12 Tage. Temperatur 35— 40°. 


Tabelle d. 


I. II. 
0,2 % HCl (0,1 Na,CO, 

Abgewogene Substanz .........-. 10,5d8 5,290 g 
N im ungeldsten Riickstand . . 3,92 23d 
Protein-N im Filtrat. . . e 186% | 319% 
Protein-N (zusammen)... .-.- + 3,78 %o | 
N im Phosphorwolframsaurenicderschlag . 0.65°%o | 0,39 Yo 
N im Filtrat vom Phosphorwolframsiure- 


In der niichstfolgenden Tabelle werden die Resultate dieser 
Versuche mit denen der friiheren Versuche zusammengestellt. 


1) Vergl. die Arbeit Pfeffer’s. Ueber die regulatorische Bildung 
der Diastase. Sitzungsber. d. Siichs. Ges. d. Wissenschaft, 1896, S. 513. 
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Tab. a. Tab. c. Tab. d. 
0,20) HEL 0,19/, Na,Co, 
Abnahme Protein-N. . . . . 1.58 1.45 0.57 
N im Phosphorwolfram- 
siureniederschlag . . O14 O15 0.35 0,09 


Zunalhme N im Filtrat vom Phos- 
phorwolframsiiurenie- 
derschlag. ..... 1,39 1.50 (),22 ().72 


Natriumcarbonat verzogerte also den Eiweisszerfallsprocess, 
veranderte aber nicht das Mengenverhiiltniss, in welchem die 
durch Phosphorwolframsiiure fiillbaren Stickstoffverbindungen zu 
den durch dieses Reagens nicht fiillbaren  stickstoffhaltigen 
Stoffen stehen.  Salzsiiure verzOgerte diesen Process noch 
mehr, iinderte aber auch das Verhiiltniss der Produkte 
zu einander. Die Hauptmenge der letzteren fand sich im 
Phosphorwolframsiiureniederschlag vor, was darauf hindeutet, 
dass in diesem Falle hauptsiichlich Albumosen und Peptone 
gebildet) wurden. !) 


B. Versuche mit ungekeimten Samen von Lupinus angustifolius. 
Dauer der Versuche 12 Tage. Temperatur 35 —40°. 


Tabelle e. 


I 
HCI | lll 
Urspriingl. zu Anfang I] Wasser 
Substanz | des Ver- 0,29) HC! nicht 
suches | gekocht 
gekocht 
Abgewogene Substanz. .....-. — [2,113 g 2,267 g | 2,060 


im) Phosphorwolframsiiurenieder- | | | 
| - ‘ 


Abnahme des Protein-N. . . — | — | 0.59% | 0,579 


1, Diese Angaben. die auf die priivalirende Bildung von Peptonen 
in Gegenwart von 0,2° oiger HCL hindeuten, finden eine Bestitigung auch 
bei einem andern, spiiter von mir angestellten Versuche mit der Substanz 
von Cotyledonen der 6tigigen Keimlinge von Lupinus luteus. Der Ver- 
such wurde in 3 Dialysatoren ausgefiihrt. In zweien derselben befand 
sich die Substanz der Cotyledonen, mit Thymolwasser, wobei der Inhalt 
des einen vorher gekocht wurde. Im III. Dialysator war dieselbe Menge 
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I 
0.29) HCL! 
Urspriingl. zu Anfang. Il Wasser 
Substanz des Ver- 0.2% )HCI, nicht 
suches gekocht 
gekocht | 


N Phosphorwolfram- 
siiureniederschlag . . . 
Zunahme | Nim Filtrat vom Phosphor- 
wolframsdurenieder- 


Nach Green befindet sich in den ungekeimten Lupinen- 


O31° o | OAL? 


samen Zymogen, das durch die Einwirkung von verdiinnter 


HCl in das active Enzym umgewandelt wird. Aus diesem 
Grunde verwendete ich bei diesem Versuche HCl. Wie aber 
aus meinen Zahlen zu ersehen ist, beschleunigte dieselbe, 
ebenso wie im vorigen Versuch, den Zerfall der Eiweissstoffe 
nicht und verzogerte insbesondere die Bildung von Produkten, 
die durch Phosphorwolframsdure nicht fallbar sind. 

Meine Beobachtungen tiber den Einfluss von HC] stimmen 
mit der Angabe von Neumeister tiberein, nach welcher «das 
in den Pflanzen enthaltene Enzym mit 0,2°/oiger HCl nur 
Anfangs zu wirken sehien, dann aber durch dieselbe allmiihlich 
zerstort wurde. » 1) 

Daraus geht aber hervor, dass alle Versuche von Green 
‘der 0,29, oige HCL anwandte) mit dem proteolytischen Enzym 
der Samen in einem fiir seine Wirkung ungiinstigen Medium 
ausgefiihrt wurden. Wahrscheinlich erklirt sich daraus der 
Umstand, dass in den Versuchen von Green, wie er selbst 
angibt, das von thm untersuchte proteolytische Enzym sehr 
langsam auf die Eiweissstotfe einwirkte und dass dabei 
Zwischenprodukte (Parapepton und Albumosen) in’ grosser 
Menge sich bildeten.?) 


Substanz enthalten, wobei das Wasser durch 0,2°oige HCL ersetzt war. 
Nach 3tagigem Stehen im Thermostaten wurde das Dialysat mittelst der 
Biuretreaction gepriift. Die Dialysate | und Il gaben keine irgendwie 
bemerkbare Reaction, in dem III. dagegen war dieselbe cine vollstiindiy 
deutliche. 

1) Neumeister lL. ¢. 

Green. Philos. Transact. |. 
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Was die Versuche anbetrifft, aus denen er den Schluss 
zieht, dass 0.2°/oige HC] das giinstigste Medium fiir das Enzym 
sel, so sind zum Vergleich nur Versuche mit 1, 1,5 und 5°/oigen 
Sodaldsungen und 0,2, 0,4, 1° o1gen HCl-LOsungen von ihm 
ausgefiihrt worden.!) Weder ein neutrales Medium noch ein 
solches mit geringerem Siiuregehalt als 0,2° oiger HC] wurden 
von ihm untersucht. Beziiglich des neutralen Mediums finden 
wir Angaben bei Neumeister, welcher «das zur Absorption 
benutzte Fibrin in ein wenig kochsalzhaltiges Wasser brachte » 
und dabei die <Aufl6sung des Fibrins nicht  constatiren 
konnte.2) Nach Green's Beobachtungen aber wird die 
Wirkung des Enzyms durch die Gegenwart von geringen 
Mengen von NaCl in der Fliissigkeit auch dann verhindert, 
wenn dieselbe mit HCL angesduert wird (0,2° 0). 

Aus dem Gesagten ersieht man, dass die Frage nach 
dem giinstigsten Medium fiir die Wirkung des proteolytischen 
Enzyms noch nicht als vollstiindig gel6st betrachtet werden 
kann. Jedenfalls haben meine Versuche gezeigt. dass der 
schwache Siituregehalt der Versuchsfliissigkeit, der durc! die Be- 
schaffenheit der von mir verwendeten Keimpflanzensubstanz 
bedingt war, giinstiger als 0,2°/oige Salzsiiure wirkt. Nach 
den Angaben von Neumeister tritt die Wirkung des Enzyms 
bei Gegenwart von 0,2° oiger Salzsiiure weniger hervor als bet 
Gegenwart von 0,4—O0,8°/oiger Oxalsiiure. Aus dieser be- 
obachtung, sowie aus den oben erwihnten Ergebnissen, zu 
denen Windiseh und Schellhorn in ihrer Arbeit gelangten, 
darf man wohl schliessen, dass das proteolytische Enzym 
bei Gegenwart geringerer Menge von organischen Siiuren am 
besten wirkt. 


C. Versuche mit 4tagigen Keimpflanzen von Lupinus angustifolius. 


Diese Versuche sowie auch die zuniichst folgenden wurden 
ebenso ausgefiihrt, wie es oben fiir die zuerst beschriebenen 
Versuche angegeben worden ist. 

Dauer der Versuche 12 Tage. Temperatur 35— 40°. 


1, Green, e. 
2; Neumeister |. 
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Tabelle f. 


Abnahme(- 
Urspriingl. 
Zunahme(-+) 
Abgewogene Substanz . 20,271 ¢ 
N im ungeldsten Riickstand 3,029 o 
Protem-N im Filtrat. - 1.70% 


Protein-N (zusammen) ...... 


N im Phosphorwolframsiurenieder- 


0 


N im Filtrat vom 


siiureniederschlay. . . 0.732 0 


des leicht abspaltharen BL. 
moniaks (nach > 
Methode) 


Sachsse’s 


In diesem Versuche wurden. 


vorhandenen Eiweissstoffe, d. h. 


0,302 
| Ph-W. 0,209 | 


| ) 
4.72" 


O38? 


228° 


0,47 °/o 


~- 1.60 


0.06 


25/9 der ursprtinglich 
fast ebenso viel wie im ent- 


sprechenden Versuche mit 2tiigigen Keimpflanzen gespalten. 


D. Versuche mit 5tagigen Keimpflanzen von Ricinus major. 


Dauer des Versuchs 12 Tage, Temperatur 35—40°. 


Tabelle g. 


Urspriingl. 


Substanz 


Abnahme—) 
resp. 


Zunabme(+ 


Abgewogene Substanz ....... 

N im ungelisten Riickstand . . . 

Protein-N (zusammen) . . 

N im Phosphorw 

Nim Filtrat von Phosphorwolframsiiure- 

N des leicht abspaltbaren _ 
moniaks (nach Sachsse’s Me-?) (Bl.). 
thode) 


10,12° 


1.63° 0 


O55? 


8.118 ¢ 


179% 
7,06» 


2.08 


0.662 


— 0,68 


+ 045 
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E. Versuche mit den Cotyledonen 3tagiger Keimpflanzen 
von Vicia Faba. 
bei diesem Versuche wurden nur die Cotvledonen und 
nicht die ganzen Keimpflanzen wie bei den vorigen Versuchen 
angewendet: 
Dauer des Versuchs: |. 6 Tage: Il. 12 Tage. 
Temperatur 35—40°. 


Tabelle h. 


Abgewogene Substanz . . — (6,7485g) — — 
N im ungeldsten Ric — | , 1.68% — 
Protein-N im Filtrat . 2.0-4°/o 2.07% 
Protein-N (zusammen) . . | +#.61°0 | 4,14°%o | — 0.47) | —086 
N im Phosphorwolfram- | 
siiureniederschlag . | 0,09%% | +-0,03 O.21°0 —O0,15 
N im Filtrat vor Phosphor- | 
wolframsiureniederschl. | O,6L° | 1,05° | + O44 132% 0,71 
N des leicht | | 
baren Ammoniaks (6!) | 0,19% | 0.26% | 0,07 0,32°% | + 0,13 
(nach Sa 0,17°/o | 0.22% | +0.05! | +014 
Methode) | 
Ammoniak-N (nach Boss- | | 


bei der Vergleichung der Zahlen der I. und II. Rethe, 
die eine Abnahme des Protein-N ausdriicken, kann es scheinen, 
dass der Eiweisszerfall in den letzten 6 Tagen mit derselben 
Intensitiit wie in den ersten vor sich ging. In Wirklichkeit 
aber kann dieser Schluss aus unsern Resultaten nicht ge- 
zogen werden, da die Bedingungen der Versuche [| und II 
nicht dieselben waren: bei Il wurde verhiiltnissmiissig mehr 
Substanz und weniger Wasser als bei [| genommen. Es muss 
angenommen werden, dass auch hier wie beim Versuche mit 
Lupinus angustifolius der Process allméhlich an Geschwindig- 
keit abnahm, dass die Bedingungen aber fiir die Wirkung des 
Knzyms bei Versuch II giinstiger als bei I waren. 
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F. Versuche mit 6tagigen Keimpflanzen von Lupinus luteus. 


In diesem Falle wurden sowohl die Cotyledonen als 
auch die Axenorgane untersucht. 

Gesammt-N in den Cotvledonen 11,12° 0; in den Axen- 
organen 7,74°/o. Dauer des Versuchs mit Cotyledonen: [. 6 Tage, 
12 Tage: mit Axenorganen: 8 Tage. Temperatur 35— 40°. 


Tabelle t. 


Cotvledonen | Axenorgane 
i 


| im Thermostat 


im Thermostat 


Tage 6 Tage | 12 Tage | Tage 
Subst. Anfang picht gekocht | Amfang nicht 
id. Vers. | Vers. gekocht 
| gekocht | | | gekocht 


A\bgewogene Substanz 
N im ungeloésten Riickstand . 
Protein-N im Filtrat  . 
Protein-N (zusammen) 
N im Phosphorwolframsiiure- 
miederschlag. ..... 
N im Filtrat vom Phosphor- 
wolframsiiureniederschlag . 
N des leicht abspaltbaren { 
Ammoniaks (nach 
Sachsse’s Methode) | 
Abnahme des Protein-Ns 
Phosphorwolfram- 
sdureniederschlag 
Y im Filtrat vom Phosphor- 
wolframsiureniederschlag 
N des leicht abspalt- | 


Zunahme 


baren Ammoniaks 
(nach Sachsse's} 
Methode) | 


| 
— 700g 700g 5,00 ¢ 
| 


2,16 8/0 0,74 00,66 9/0 
| 


[0,93 00,96 116% 11790159 


| 


3,42 °/0/3,50 9/0 4,72 °/o 4,80 11 5,67 


1,06 °/o|1,09 — 1,39 2,33 Jo 


— (1,53 °/o) — 0,52° 
— — 0,23 O24 — 
— — 1,30 1,38 ° — 10,56 
— — — 0,14 % 


| } 


| 


Bei diesem Versuche wurde die Zerspaltung der Eiweiss- 
stoffe sowohl bei den Cotyledonen als bei den Axenorganen 
constatirt. In beiden Fiillen, wie auch in allen vorigen, wurde 
die Bildung von Substanzen beobachtet, welche beim Kochen 
mit verdiinnter HCl nach Sachsse’s Methode Ammoniak 


ubspalten, 
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Weitere Versuche stellte ich zur Aufkliirung der Frage 
an, Welchen Einfluss andere antiseptische Mittel auf die Wirkung 
des proteolytischen) Enzyms der Samen haben. Als  solche 
Mittel wurden Chloroform und Blausiiure angewendet. Das 
erstere ist neben Thymol das gewOhnlich bei solchen Ver- 
suchen Enzymen angewendete Antisepticum. Was die 
Blausiture anbetrifft, so ist durch die Versuche von Sehon- 
bein und in neuester Zeit von Schiir!) festgestellt, dass sie 
die kKatalytiscle Wirkung der Enzyme schon in 0,1—O0,2°/oiger 
Losung stark schwiicht. Von dieser Beobachtung  geleitet, 
hat Schir die Meinung ausgesprochen, dass die letztere als 
diagnostisches Mittel ftir Enzyme Anwendung finden kann. 
Indem die Blausiiure aber die katalytische Wirkung der Enzyme 
schwiicht oder giinzlich hemmt, bleibt) sie bekanntlich ohne 
bedeutenden Einfluss auf ihre specifische Wirkung.?) 

lech will hier nur einige Beobachtungen anftihren, die sich 
auf proteolytische Enzyme beziehen. Loew) hat gezeigt, dass 
Pancreastrypsin gegeniiber Blausiiure mehr als andere Enzyme 
widerstandsfiihig ist. So fand er, dass eine 25°%/oige Blau- 
siture Stunden das diastatische, aber nicht das proteo- 
Ivtische Enzym des Pancreas zerstort. Nach Vines*) verdaul 
das proteolytische Enzym von Nepentes Fibrin in Gegenwart 
1° otger Blausiiure. Den Beobachtungen von Geret und Hahn) 


1) Festschrift: Ziinich, Alb. Miller, 1891. 

Dass die von Schénbein entdeckte Eigenschaft der Enzyme. 
das Wasserstoffsuperoxyvd zerspalten, keiner unmittelbaren Ver- 
bindung mit ihrer specifischen Wirkung steht, ist schon von Jakobson 
(Untersuchungen iiber lésliche Fermente.  Zeitschr. f. physiol. Chem., 


Bd. XVI. S. 340) festgestellt. Zu  demselben Schlusse kommt auch 


Q. Loew in seiner vor Kurzem erschienenen Arbeit: «A new enzym of 


general occurence, with special reterence to the Tabacco plant.» U. 5. 
Departement of Agriculture. Bullet. No. 38, Washington 1900. | 

8) Oscar Loew. Die chemische Energie der lebenden Zellen. 
Miinchen S. 149. 


4) Vines, The proteolytic Enzyme of Nepentes. Annales of 


Botany Lt. 1897, 5. 563. 
5,1. Geret und Hahn. Weitere Mittheilungen iiber das im Hefe- 
presssaft enthaltene proteolytische Enzym. Ber. der deutschen chemischen 


(resellschaft 31. 2355. 
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zu Folge wird die Wirkung des im Hefepresssaft enthallenen 
proteolylischen Enzyms in Gegenwart von 1°/oiger Blausiiure 
etwas geschwiicht, aber nicht giinzlich aufgehoben. Nach der 
Kntfernung der Blausiiure aus der Losung mittelst Durchleiten 
yon Luft war die Wirkung des Enzyms auf Kiweissstotfe die- 
-elbe wie ohne Blausiure: die letztere folglich das 
Enzym nicht, sie hindert nur temporiir seine Wirkung, was 
nach der Meinung der Autoren auf die Siiurewirkung zuriick- 
zifiihren ist. 

In der weiter unten folgenden Tabelle fiihre itch die 
Resultate an, welche in den vergleichenden Versuchen der 
Wirkung des Enzyms bei Gegenwart von Blausiiure, Thymol 
und Chloroform erhalten wurden, wobei die beiden letzteren 
im Ueberschusse (ein Theil des Chloroforms blieb wiithrend 
des Versuches auf dem Boden des Kolbens ungelést) und dic 
Blausiure in zwet Concentrationen: O1% und 1,0°/o an- 
sewendel wurden. Alle Kolben wurden gut verschlossen und 
) Tage im Thermostaten stehen gelassen. 


Tabelle k. 


Blausiure 
Urspriing-- Thymol | Chloro- 


liche | nicht ‘formnicht  01°%o 1.0% 
Sub ‘tanz | gekocht | gekocht nicht | nicht | 
| gekocht gekocht gekocht 
| | i | 
Abgewogene | | | 
stanz ..... — {2,051 '2,1593 2,178 g |2,1105 ¢ | 2.147 ¢ 
Vol. der Fliissigkeit — (20 cem. 20 cem. 20 cem. 20 cem. 20 cem. 


| 
Gesammt-N . . — — | — — 
| - | ps | OF 
Protein-N ....] 6.85" % | 4.34 3.73 | 6809 o 
Nim Phosphorwolf- | | | | 
ramsiiurenieder- | | | | | 
schlag 1 0.50%! 0.84%  O.80%o! 1,29 | 2.31 
} 
N des leicht abspalt- | | 
barenAmmoniaks 
(nach Sachsse’s 


| 
Methode) (Ph.-W.) | 0,65 °/o | 0 — 1.02 
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Aus den oben angefiihrten Zahlen ist ersichtlich, dass 
die Abnahme der Proteinstoffmenge bei Gegenwart von Chloro- 
form und von Thymol fast die gleiche ist. Sie betragt ca. 16° 9 
der ganzen Proteinmenge. Mit Blausiiure ging die Eiweiss- 
spaltung viel weiter (bei Gegenwarl von O,1° oiger Blausiure 
36,6% 0, von 1° oiger 49,5° 0). Die Zahlen der letzten Columne 
der Tabelle beweisen, dass eine 1°/oige BlausiiurelOsung an 
und fiir sich in den Fiillen, wo das Enzym durch Kochen 
zerstort wurde, keine Eiweissspaltung hervorruft. 

Nachdem ich solehe Resultate mit der Blausiiure erhielt, 
wiederholte ich den Versuch unter denselben Bedingungen, 
wobei ich jedoch die Versuchsdauer bis auf 10 Tage ver- 
liingerte. Nach dem Verlaufe dieser Zeit ergab die Analyse 
foleende Resultate: 


Blausaure 
0.1% % | 1.005 

Abgewogene Substanz ........4.2-. 2093 ¢ | 2,035 g 

Vol. der . 4 20 ccm. 20 ccm. 
N im Phosphorwolframsaureniederschlag . | 2,61 

N des leicht abspaltbaren Ammoniaks (nach 

Sachsse’s Methode) (Ph.-W.) .... 1.11% {| 1.09% 


In diesem Versuche erstreckte sich der Zerfall der Eiweiss- 
stoffe nicht viel weiter wie im vorherigen, der nur 5 Tage 
dauerte. (Bei Gegenwart von 0,1° oiger Blauséiure verminderte 
sich der Proteinstickstoffgebalt auf 37,9°/o, von 1°/oiger auf 
i8°/o.) Somit wurde hier dieselbe Erscheinung wie in den voran- 
cegangenen Versuchen beobachtet: die Reaction verlief energisch 
nur im Anfang des Versuches. 

Ks seien hier Ergebnisse, die die Umwandlung von Protein- 
stoffen ber den soeben beschriebenen Versuchen charakterisiren, 
angefthrt: 
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Tabelle m. 


Dauer des Versuchs 


5 Tage 10 ‘Taye 
Bilausaure 
Chloro- 
Thymol 
0,1 1,0 % 01% | 1.0% 
Abnahme des Pro- | 
1,11 1.05%} 2.51 | 312 2.8 | 3.28 


Zunahme des N im 
Phosphorwolfram- | 
siiureniederschlag] ° | 0,30 0,79 %o | 1,81 °/o | 1,08 2,11 % 

Zunahme des N im | | | 

Filtrat vom Phos- | 

phorwolfram- 

siiureniederschlag] 0,77 °/o 0,75 | 1.77% 147% 


| 


Wenden wir unsere Aufmerksamkeit auf das Mengen- 
verhaltniss der in diesem Versuche entstandenen Produkte, so 
bemerken wir, dass Blausiiure und im Besonderen 1° oige eine 
bedeutende Erhéhung der relativen Menge der durch Phosphor- 
wolframsiure fiillbaren Produkte hervorruft. Dieselbe Er- 
<cheinung wurde fiir 0,2°/oige Salzsiiure beobachtet. Wir haben 
es augenscheinlich hier mit der Wirkung eines sauren Mediums 
zu thun. Vielleicht ist die Steigerung der Energie des Eiweiss- 
zerfalls auch auf die Wirkung der Blausiiure als Siiture zuriickzu- 
‘ihren. Diese Annahme iiber den giinstigen Einfluss schwacher 
organischer Siiuren auf die Wirkung proteolytischer Enzyme 
der Keimpflanzen findet Bestitigung in den Angaben anderer 
Autoren. 

Es wurde schon friiher bei den Versuchen mit den Keim- 
pflanzen von Lupinus angustifolius darauf hingewiesen, dass 
der Phosphorwolframsitureniederschlag nur geringe Mengen von 
Ammoniak enthilt. Es taucht nun die Frage auf, ob sich 
letzteres bei der Verdauung von Eiweissstoffen bei Gegenwart 
von Blausiiure in betriichtlicher Menge bildet, und ob sich 
nicht daraus der gréssere Stickstoffgehalt des Phosphorwolfram- 
saureniederschlags erklirt. Zur Losung dieser Frage wurde 
von mir unter denselben Bedingungen wie friiher cin Versuch 
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mit Blausiiure angestellt, nach dessen Beendigung das im 
Phosphorwolframsiiurentederschlag vorhandene Ammoniak durch 
Destillation mit) Magnesia bestimmt wurde. Der Versuch 
dauerte Tage. 


01%, Blausaure 1,09, Blane. 
Atmuoniak-N im Phosphorwolframsiurentederschlag 0.23 


Der Phosphorwolframsiiureniederschlag somil 
bei den Versuchen mit) Blausiiure thatsdchlich ziemlich 
betrichtlcher Menge Ammoniak. Ziehen wir den Ammoniak- 
stickstolff ab, so bleibt) die relative Menge des ftir diesen 
Niederschlag noch verbleibenden Stickstoffs dennoch grésser, 
als bet den Versuchen mit Chloroform und Thymol. die 
letzteren betriigt dieser Werth ca. ftir 1°/oige Blausaiure 
mehr als des Stickstoffs der zerspaltenen Eiweissstoffe ; 
fiir Blausiiure jedoch der Unterschied beinahe 
verschwindend klein. 

Aus diesen Beobachtungen scheint hervorzugehen, dass 
eine 1° oige Blausiiuve die durch das Enzym_ hervorgerufene 
Peptonisirung der Eiweissstotle beschleunigt, aber ihre weitere 
Umwandlung in durch Phosphorwolframsiiure nicht  fillbare 
Produkte hemmat, 


II. Versuche mit einem aus den Keimpflanzen dargestellten 
Enzympraparat. 


Zur Abscheidung des Enzyms aus den Keimpflanzen bot 
sich als einfachster Weg das Wittich’sche Verfahren (Extrac- 
tion mit’ Glycerin und Fillung mit Alkohol) dar. Vor An- 
wendung desselben suchte ich aber itiber die Wirkung des 
Alkohols auf das Enzym Aufschluss zu gewinnen; denn manche 
Enzyme, z. b. die Glycase,!) sind empfindlich gegen Alkohol. 

Ich stellte daher einen Versuch mit der Substanz von 
zweitiigigen Keimpflanzen von Lupinus angustifolius an. Diese 


Vergl. ttber thierische Glycase Rohmann, Zur Kenntniss der 
(ilycase, Ber. d. d. chem. Gesellsch., Bd. XXVIL (1894), 5. 3251; tiber 
(ilyease der Hefe Rohimann, und E. Fischer, Einf. d. Configur. ete. 
Ber. d. d. chem. Gesellsch., Bd. (1894), 5. 3479; iiber Glycase der 
samen Angelo Pugliese, Arch. f. Physiol.. Bd. LXIX (1897), 5. 115. 
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Substanz wurde einer fiinfstiindigen Einwirkung von absolutem 
Alkohol ausgesetzt. Dann wurde sie ebenso behandelt, wie in 
den friiher beschriebenen Versuchen geschah. 

Nach siebentigiger Verdauung im Thermostaten wurden 
sefunden : 


Nicht 

Gekocht 

Stickstoff im Phosphorwolfram- | 

siureniederschlag . . 0,38 | 


In der nicht gekochten Probe verminderte sich der Ge- 
halt an Proteinstickstoff um 17°. Ein unter denselben Be- 
dingungen angestellter Versuch mit) derselben Substanz, aber 
ohne vorhergegangene Behandlung mit Alkohol, ergab folgende 
Resultate : 


Urspriingl | 7 Tage im 
Substanz Thermostatey 


Proteinstickstoff. . ..... 633% | 4,99°/o 


In diesem Versuche verminderte sich die Menge der 
kiweissstoffe um 21,2°/o0. Das Enzvin wurde somit durch fiint- 
stiindige Behandlung mit absolutem Alkohol ganz un- 
hedeutend in seiner Wirkung geschwiicht. 

Ich konnte nun zur Abscheidung des Enzyms_ schreiten. 

Als Material fiir die Darstellung des Enzyms verwendete 
ich bei 35—-40° getrocknete und gepulverte Cotvledonen sechs- 
lagiger Keimpflanzen von Lupinus luteus. 

300,0 dieses Materials wurden mit 800 com. wiisserigen 
Glycerins (500 ccm. Glycerins 800 com. Wasser) durch- 
gemischt und die Mischung 2 Tage stehen gelassen. Das 
Extract wurde darauf mit der Presse durch Filtrirtuch ab- 
gepresst und hierauf durch Papier filtrirt. Das vollstindig 
klare, dunkelgefiirbte Filtrat wurde unter stetigem Umriihren 
in ein grosses Volumen (3 Liter) Weingeist von 95°/o gegossen. 
Es bildete sich dabei ein leicht zu Boden sinkender flockiger 
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Niederschlag. Nach emer Stunde wurde die Fliissigkeit ab- 
gegossen, der Niederschlag auf einer Nutsche abgesogen, zu- 
erst mit 95° olgem, hierauf mit absolutem Alkohol und Aether 
gewaschen und im Exsiccator tiber Schwefelsiiure getrocknet. 
Die getrocknete Substanz wurde im Moérser zum feinen Pulver 
zerrieben und in diesem Zustande fiir die weiteren Versuche 
verwendet, 

Kin betrichtlicher Theil des so gewonnenen Priiparates 
war in Wasser unloslich. Die Losung wie auch der ungeléste 
Riickstand gaben stark die Eiweissreactionen. Da also das 
Praparat reich an Eiweissstoffen war, so konnten die ersten 
Versuche zur Losung der Frage tiber die Anwesenheit eines 
in demselben und tiber die letzteren hervor- 
gerufene Eiweissumwandlung mit diesem Priiparat. selbst) an- 
vestelll werden. 

Es wurden zwei gleiche Proben desselben im Gewich! 
von 2.5 ¢ genommen: zu jeder wurden 50 com. Thymolwasser 
und sige Blausiiure hinzugesetzt. Probe wurde dann 
aufgekocht und beide in den Thermostaten gebracht. Nach 
Verlauf von 5 Tagen, wobei der bei der Extraction mit Wasser 
in der Kiilte ungelOst gebliebene Riickstand beinahe ganz in 
Losung gegangen war, wurden in beiden Proben Bestimmungen 
des Stickstoffs der beim Kochen coagulirenden Eiweissstotie 
ausgeliihrt, in der von ihnen befreiten Fliissigkeit Stickstolf 
im Kupferhydroxydniederschlag und endlich im Filtrate des 
letzteren Stickstoff im Phosphorwolframsiiureniederschlag be- 
stimmt,. 


Gekocht Nicht gekocht 


} 


Stickstoff in den durch Kochen 
coagulirbaren Eiweissstoffen . [130,52 mg, 76,07 mg 
Stickstoff im) Kupferhydroxyd- | 
niederschlag ...... 75,50 » | 53,76 » 


Ssumme. . . | 206,02 mg 129.83 mg — 76,19 


stickstoff im Phosphorwolfram- 
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In den beiden ersten Rubriken finden wir fiir die nicht 
gekochte Fliissigkeit eine erhebliche Abnahme des Stickstolfs, die 
37° 0 desselben in der gekochten Fliissigkeit betriigt. Fiir den 
Phosphorwolframsaureniederschlag finden wir dagegen 
Stickstofizunahme,. die jedoch die oben angezeigte Abnahme 
nicht zu decken vermag und nur ca. 25°/5 derselben betrug. 
Somit haben die Eiweissstoffe auch hier wie beim friiheren 
Versuch mit der Substanz der Keimlinge eine Umwandlung 
erlitten, unter Bildung von Produkten, welche nur zum Theil 
durch Phosphorwolframsiiure fillbar waren. 

Bei einem anderen Versuche verwendete ich ein nach 
Ritthausen’s Methode aus den Lupinensamen dargestelltes 
Conglutinpriparat und die vom ungeldsten Theil abfiltrirte, 
wiisserige Losung des Enzympriaparates. In 2 Kolben wurden 
je 10 cem. dieser Losung hineingethan: eine Probe wurde 
aufgekocht und zu beiden je O,1°/oige blausiiure zugesetzi. 
Nach dem Eintragen von 0,4 g Conglutin in jedes derselben 
wurden beide in den Thermostat gestellt, darin 7 Tage stehen 
celassen, hierauf eine Stickstof{bestimmung in den durch Kochen 
coagulirbaren Eiweissstoffen und im Filtrate von denselben 
eine gleiche Bestimmung im Phosphorwolframsiiureniederschlag 
ausgetthrt. 


Gekocht | Nicht gekocht 
Stickstoff der beim Kochen coa- 
gulirbaren Fiweissstoffe . . . | 66,07 mg | 44,76 mg — 21,31 
Stickstoff im) Phosphorwolfram- 
siitureniederschlag . | 20,50 >» | 33,67 » 15,08 


Bei diesem Versuche wandelte sich ca. 32°o des Con- 
glutins in durch Kochen nicht coagulirbare Substanzen um. 
Kin Theil derselben, wie aus der Zusammenstellung der Ab- 
hahme des Eiweissstickstoffs und der Zunahme des Stickstoff= 
im Phosphorwolframsiiureniederschlag ersichtlich ist, in 
Produkte iibergefiihrt, die nicht durch Posphorwolframsiiure 
fallbar sind. 
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In meinen Versuchen bei der Spaltung von Eiweissstoffen 
durch das proteolytische Enzym_ bildeten sich Produkte, die 
durch Phosphorwolframsiure nicht gefiillt werden. Die Spaltung 
geht folglich tiber die Bildung von echten Peptonen  hinaus. 
Daraus kann nicht ohne Weiteres geschlossen werden, dass 
sich lier, wie es bei der tryptischen Verdauung der Eiweiss- 
stoffe der Fall ist, Amidosiiuren bildeten. Die Untersuchungen 
der neuesten Zeit (Lawrow,') Zunz*) haben gezeigt, dass 
bei der energischen Verdauung thierischer Eiweissstoffe durch 
Pepsin sich eine betriichtliche Menge von Koérpern bildet, die 
keine Biuretreaction zeigen, von Phosphorwolframsiaure nicht 
werden und nach Pfaundler®) eine Zwischenstufe 
echter Peptone und Amidosiiuren bilden. Somit ist die An- 
wesenheit’ von durch Phosphorwolframsiiure nicht fallbaren 
Produkten noch kein Beweis fiir die Anwesenheit von Amido- 
sduren, 

Bs wurde schon oben erwiihnt, dass nach den Angaben 
von Green die Bildung von Leucin und Tyrosin aus Fibrin 
unter dem Eimflusse des Extractes aus Lupinenkeimpflanzen 
stattfindet. Die Quantitiit, in) welcher Green diese Korper 
erhielt, war jedoch so gering, dass seine Versuche nicht als 
ganz tiberzeugend betrachtet werden konnen. Bei dem Leucin 
stiitzte sich Green vorzugsweise auf die mikroskopische Unter- 
suchung. Die gewonnenen Krystalle wurden, wie er angibt, 
unter dem Mikroskop mit der Abbildung des Leucins, die in 
Funke s «Physiological Atlas» sich findet, verglichen. Ausser- 
dem. stellte er nur noch die fiir Leucin wenig charakteristische 
Scherer sche Reaction an. Zum Nachweis des Tyrosins be- 
dient er sich allein der Probe mit Millon’schem Reagens, 
wobei er selbst) bemerkt, dass der von thm beobachteten 


11). Lawrow, Zur Kenntniss des Chemismus der peptischen 
und tryptischen Verdauung der Eiweissstoffe. Zeitschr. f. physiol. Chemie 
Bd. XXVI (1899), S, d13. 

2) FE. Zunz. Ueber den quantitativen Verlauf der peptischen Ei- 
weissspaltung. Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. (1899), 132. 

3) M. Pfaundler, Zur Kenntniss der Endprodukte der Pepsin- 
verdauung. Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. XXIX (1900), 5. 90. 
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Rothfirbung keine entscheidende Bedeutung zukommen kann, 
weil in der Versuchsfliissigkeit ein wenig Pepton vorhanden 
-ein konnte. Was die krystallinischen Produkte, welche der Autor 
bei der Verdauung der Eiweissstoffe aus den Lupinensamen 
erhalten hat, anbetrifit, so wurden dieselben von ihm nicht 
intersucht: wenigstens finden wir in seiner Arbeit eine solche 
Untersuchung nicht erwahnt. 

Zu Entscheidung der Frage tiber die bildung von Amido- 
-ituren bei der Verdauung von Eiweissstoffen durch das Enzym 
der Samen wurden von mir einige Versuche, deren Beschreibung 
ich hier folgen lasse, angestellt. 


Versuche mit Conglutin. 


Fiir einen dieser Versuche wurden genommen 6 ¢ Con- 
mit 5,42 Trockensubstanz, eine betriichtliche Quantitit 
der aus dem Glycerinextract in friiher beschriebener Weise 
durch Alkohol gefiillten enzymhaltigen Substanz und 150 ccm. 
Thymolwasser: ausserdem wurden fein zerriebenes Thymol und 
Chloroform im Ueberschusse zugesetzt. Diese Mischung wurde in 
dem Thermostaten in einem lose verstopselten Kolben 3 Wochen 
king auf 35—40° erwiérmt. Im Verlaufe dieser Zeit hatte sich 
die Menge des Conglutins bedeutend vermindert: eine voll- 
standige Aufl6sung erfolgte aber nicht.*) Kine Gewichts- 
bestimmung des ungelésten Conglutins (nach Abrechnung des 
besonders bestimmten unldslichen Riickstandes des Enzym- 
Priiparates) zeigte, dass mehr als die Halfte, niimlich 2,76 g, 
des angewandten Conglutins in Losung gegangen waren. 

Die vom ungelésten Riickstand abfiltrirte Fliissigkeit wurde 
inter Zusatz einiger Tropfen Essigsiiure bis zum Kochen er- 
hitzt. Die dabei entstandene Ausscheidung wurde abfiltrirt, 
das Filtrat durch Eindampfen im Wasserbade stark concentrirt 


1) Ueber die Herkunft und Darstellung dieses Conglutinpriiparates 
iabe ich schon oben Angaben gemacht. 

2) Das verwendete Conglutin war nach der Ausfallung aus alkalischer 
LOsung mit Alkohol und Aether behandelt und tiber schwefelsiure ge- 
‘rocknet worden. Fs ist vielleicht nicht unmdglich, dass es durch diese 
behandlungsweise schwieriger angreifbar durch Enzyme geworden war. 


Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXII. 
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und mit viel Weingeist versetzt, wobei eine starke Ausscheidung 
erfolgte, die sich beim liingeren Stehen als) syrupdse Masse 
am boden und an den Wandungen des Cefiisses ansammelte: 
die davon abgegossene klare, weingeistige L6sung wurde im 
Wasserbade zum Syrup eingedunstet. Es entstand bald an 
der Oberfliiche des Syrups eine dem unreinen Leucin gleichende 
Ausscheidung, welche mittelst eines Zeugtilters von der Mutter- 
lauge getrennt, mit etwas Weingeist gewaschen und dann noch 
aufeine Thonplatte gebracht wurde. Das so gewonnene Produkt 
bildete eine gelbliche, zerreibliche, dem unreinen Leucin gleichende 
Masse, im Gewicht von 0,15 g. Aus der Mutterlauge liess sich 
nach der auch von Gorup-Besanez benutzten Methode noch 
eine kleine Menge der gleichen Substanz gewinnen: Die Mutter- 
lauge wurde mit bleiessig versetzt, der dabei entstandene 
Niederschlag abfiltrirt und zum Filtrat Ammoniak und noch 
etwas Bleiessig hinzugefiigt. Die so erhaltene Fallung wurde 
durch Schwefelwasserstoff zerlegt und das Filtrat vom Schwefel- 
blei auf dem Wasserbade zum Syrup eingedunstet. Im Ganzen 
wurden von diesem, dem rohen Leucin gleichenden Produkt 
fast 0.2 ¢ gewonnen. 

Dieses Produkt wurde mit heissem Weingeist unter Zu- 
satz von etwas Ammoniaktliissigkeit behandelt. Der grésste 
Theil dieses Produktes loste sich auf bis auf einen kleinen 
Riickstand, der sich als Tyrosin erwies: er lOste sich niimlich 
schwer in Wasser, leicht in Ammoniakfliissigkeit und gab dic 
Hoffmann sche und die Piria’sche Reaction. 

Aus der weingeistigammoniakalischen L6sung des Produktes 
schied sich beim Stehen iiber Sechwefelsiiture eine weisse 
Substanz aus, welche noch mehrfach aus ammoniakalischem 
Weingeist umkrystallisirt wurde. Sie bildete nun kleine, gliinzende 
Blittchen, verhielt sich beim Erhitzen im R6hrchen wie Leucin 
(weisses Sublimat und Geruch nach Amylamin) und_ l6éste 
sich micht einer gesittigten wisserigen LeucinlOsung. 


Endlich gab die heisse wisserige Losung dieser Substanz aut 


Zusatz von Kupferacetat eine dem Leucinkupfer gleichende 


1, Zur Darstellung dieser Leucinlbsung diente ein durch Frhitzen 
von Conglutin mit Salzsiiure dargestelltes Leucinpriparat. 
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Ausscheidung. Somit konnte kein Zweifel mehr dariiber ob- 
walten, dass hier Leucin vorlag. 

Das verwendete Enzympriiparat enthielt, wie seine Unter- 
suchung zeigte, weder’ Leucin noch Tyrosin: bei Behandlung 
desselben mit heissem Alkohol unter Zusatz von Ammoniak- 
fliissigkeil entstand ein Extract, in welchem keine von 
den genannten Amidosiiuren aufgefunden werden konnte. 
Tyrosin und Leucin bildeten sich folglich bei der Wirkung 
des von mir aus den Lupinenkeimlingen dargestellten Enzyms 
auf das Conglutin. 

Ks entsteht nun die Frage, ob durch die Thiitigkeit des 
knzyms neben Leuein und Tyrosin auch Asparagin, das in 
den Ketmpflanzen der Lupinen in so ausserordentlich grosser 
Menge auftritt, sich gebildet hatte. Dabei ist) zuniichst zu 
erwihnen, dass Green!) diese Frage bejahen zu kOnnen glaubt. 
Seiner Behauptung legt aber mehr eine aprioristische Aut- 
fassung als ein experimenteller Nachweis zu Grunde. In seiner 
Arbeit finden wir eine Angabe, wonach beim Eindampfen des 
Dialysats von der in Verdauung begriffenen Mischung des 
Glycerinextracts mit der aus Lupinensamen dargestellten Ei- 
Weisssubstanz sich in einigen Fallen Krvstalle ausschieden, die 
iiusserlich dem Asparagin sehr aéhnlich waren; iiber die Natur 
derselben macht der Autor keine weiteren Angaben. Man 
kann daher vermuthen, dass die Menge der Krystalle sehr 
gering war, denn sonst ist es unbegreiflich, warum es ihm 
nicht méglich war, ihre Natur durch die ftir Asparagin so 
charakteristischen Reactionen festzustellen. Greens Angabe 
liber die Bildung von Asparagin durch das Enzym ist also so 
unbestimmt, dass auf sie kein Gewicht zu legen ist. 

Unter den Produkien, die bei dem oben beschriebenen 
Versuche iiber die Einwirkung des Enzyms auf Conglutin er- 
halten wurden, liessen sich Asparaginkrystalle nicht autfinden. 
Da aber die in diesem Versuch erhaltene Losung, nach der 
Concentration im Wasserbade, mit viel Alkohol vermischt 
worden ist, so wiire es moglich, dass etwa vorhandenes As- 


1) Green, Philos. Trans. 1. c. 
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paragin durch den Alkohol niedergeschlagen und somit aus 
der Fliissigkeit entfernt wurde. Ich habe nicht versucht, aus 
der durch Alkohol gefallten Substanz Asparagin durch Kry- 
stallisation zu gewinnen, weil mein Enzympriparat nach der 
Art seiner Darstellung eine geringe Menge von Asparagin ent- 
halten konnte und auch wirklich zu enthalten schien. 

Zur Entscheidung der obigen Frage musste also Enzvm 
angewendet werden, welchem kein Asparagin beigemengt war. 
Um solches zu erhalten, behandelte ich das Enzympriiparat 
mit kaltem Wasser und unterwarf die Losung unter Zusatz 
von Chloroform 4 Tage lang unter haufiger Erneuerung der 
iiussereren Fliissigkeit’ der Dialyse durch Pergamentpapier. 
Withrend das erste Dialysat beim Verdunsten asparaginahnliche 
Krystalle lieferte, konnten solche aus den spater erhaltenen 
Dialysaten nicht mehr gewonnen werden: man kann also an- 
nehmen, dass das Asparagin vollstindig entfernt war, was ja 
auch im Hinblick auf die Leichtigkeit, mit welcher das ge- 
nannte Amid durch Pergamentpapier diffundirt, a priori zu 
erwarten war. 

Mit der in dieser Weise gereinigten Enzymlosung  be- 
handelte ich nun wieder das Conglutin. Ich brachte in drei 
Kélbchen je 50 der chloroformhaltigen Enzymlosung, und 
nachdem Kolbchen | kurze Zeit im Wasserbade bis fast auf 
den Siedepunkt erhitzt worden war, ftigte ich in jedes Kolbchen 
je 3,0 ¢ Conglutin = 3,16 g wasserfrei hinzu. In das Kolbchen IH] 
brachte ich noch mehr Chloroform, in die Kélbchen I und I 
so viel Blausiiure, dass der Gehalt an letzterer 0,5° 0 betrug. 
Alle drei Kélbchen wurden darant 7 Tage lang im Thermostat 
auf 35—40° erwirmt. Dann wurde der Inhalt eines jeden 
Kolbchens zum Kochen erhitzt und aufs Filter gebracht, der 
Filterinhalt mit Wasser, Alkohol und Aether ausgewaschen, 
ber 100° getrocknet und gewogen. 

Ich erhielt folgende Zahlen: 


aus Kélbchen] ..  ...... .. 3873 g Riickstand 


Also waren im Kolbchen I 1,45 g, im Kolbchen HI 1,05 g 
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in Losung gegangen,. Aus dem zu Beginn des Versuches auf 
nahezu 100° erhitzten I, in’ welchem das Enzym 
nicht wirken konnte, erhielt ich 3,75 g Riickstand, also etwas 
mehr als das angewendete Conglutin betragen hatte. Dies 
erkliirt sich daraus, dass aus der Enzymlésung beim Kochen 
eine Ausscheidung von Eiweisssubstanz entstand. 

Die vom Riickstand abfiltrirten Fliissigkeiten wurden 
durch Versetzen mit Tannin und Bleiessig gereinigt, nach der 
Filtration durch Schwefelwasserstoff vom gelésten Blei betreit, 
sodann mit Ammoniak neutralisirt und im = Wasserbade bet 
gelinder Wirme zum Syrup eingedunstet. 

Nach wochenlangem Stehen war in keimer der con- 
centrirten Fliissigkeiten eine Ausscheidung von Asparagin- 
krystallen zu bemerken; an der Oberfliche der Flissigkeiten 
und schied sich aber eine Substanz, die dem unreinen 
Leucin gleich war, aus. Die Ausscheidung der Fliissigkeit Il 
wurde direkt auf eine Tonplatte gebracht, von der Mutterlauge 
betreit und in heissem ammoniakhaltigen Alkohol gel6st. Die 
aus der alkoholischen L6sung zur Ausscheidung gebrachte 
Substanz gab, wie Leucin, beim Erhitzen im Rohrchen ein 
weisses Sublimat, unter gleichzeitigem Auftreten eines Amyl- 
aumingeruches. Beim Erwiirmen der Substanz mit Millon’schem 
Reagens trat eine schwache Rothfarbung auf, was auf eine 
Beimengung von Tyrosin deutet. 

Die zum Syrup eingedunsteten Fliissigkeiten | und 
wurden im Exsiccator tiber concentrirter Schwefelsiiure stehen 
gelassen und darauf gewogen. 

Gekocht: Il. Nicht gekocht: 
O815 g 1,510 

Syrup If (mit Blansiure) wurde darauf mit etwas Wasser 
verdiinnt und mit einem betriichtlichen Volumen Alkohol ver- 
setzt: die klare Fliissigkeit wurde von dem abgesetzten Nieder- 
schlage abgegossen und nochmals zum Syrup eingedampft. Aus 
diesem schied sich eine dem Leucin iihnliche Suhstanz aus, 
die gleichfalls auf einer Tonplatte von der Mutterlauge befreit 
und in heissem, ammoniakhaltigem Alkohol gel6st wurde. 
selm Stehen iiber concentrirter Schwefelsiiure schied sich aus 
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der Losung eine weisse, dem Leucin thnliche Substanz aus: 
beim Erhitzen im Rohrchen gab dieselbe ein weisses Sublimat 
und zeigte einen Geruch nach Amylamin. Auch hier machte 
die Rothfirbung mit Millon’schem Reagens eine beimengung 
von Tyrosin wahrscheinlich. 

Die gekochte Probe lieferte bei gleicher Behandlung keine 
leucinartige Ausscheidung. 

Dieselbe durch Dialyse gereinigte Lésung des Enzyms 
wurde auch fiir einen Versuch mit Fibrin verwendet. Flocken 
desselben in’ die Losung eingetragen (mit oder ohne Blausiiure 
losten sich sehr energisch auf; die Flocken wurden zuerst 
fliissig, die Fliissigkeit triibte sich darauf und wurde nach 
langerem Stehen im Thermostaten wieder klar. 

Nach zweitigiger Verdauung von einigen Fibrinflocken 
mit 30 com. der Enzymlosung in Gegenwart von Chloroform 
ber 35° wurde die Fliissigkeit vom ungelésten Fibrinriickstand 
abliltrirt und auf dem Wasserbade zum Syrup eingedunstet. 
Aus dem letzten ist es gelungen, eine kleine Menge eimer dem 
Leucin iihnlichen Substanz zu gewinnen. Dieselbe war schwer 
im Wasser, leicht in Ammoniakfliissigkeit léslich und gab beim 
Erhitzen im Rohrchen ein weisses Sublimat. 

Dieser Versuch war mit einer so kleinen Menge Fibrin 
angestellt, dass tiber die dabei entstandenen Produkte voll- 
stiindiger Aufschluss nicht zu gewinnen war; ich behalte mir 
daher vor, diesen Versuch unter Anwendung grosserer Substanz- 
menge zu wiederholen. 

Ich habe somit nachgewiesen, dass bei der Einwirkung 
des aus den Keimpflanzen abgeschiedenen Enzyms auf Eiweiss- 
stoffe Leucin und Tyrosin entstehen: dass neben diesen 
Produkten auch Asparagin. sich bildet, konnte ich dagegen 
nicht nachweisen, 


III. Versuche uber die Qualitat der bei der Autolyse oder Selbst- 
verdauung der Keimpflanzensubstanz sich bildenden Produkte. 


Aus den oben mitgetheilten Resultaten meiner Analysen 
lassen sich bestimmte Schlussfolgerungen auf die Qualitét der 
ber der Autolyse (Selbstverdauung) der Keimpflanzensubstanz 
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entstehenden Produkte noch nicht machen. Ist auch nach- 
eewiesen worden, dass unter diesen Produkten durch Phos- 
phorwollramsiure nicht fallbare Stickstoffverbindungen sich 
vorfanden, so lassen doch die im Abschnitt I} erwiihnten Be- 
obachtungen emiger Autoren noch Zweifel daran iibrig, ob 
dies Amidosiiuren waren, obwohl andererseits die von mir 
in den Versuchen mit Conglutin nachgewiesene Bildung von 
Leucin und Tyrosin das Entstehen dieser beiden Amidosiiuren 
auch bet der Selbstverdauung der Keimpflanzensubstanz sehr 
wahrscheinlich macht. 

Sodann ist aus der Thatsache, dass bei der Selbstver- 
dauung der Keimpflanzensubstanz eine Stickstoffverbindung ent- 
-tand, welche beim Kochen mit verdiinnter Salzsiiure Ammoniak 
abspaltete, noch nicht zu schliessen, dass bei jenem Processe 
\sparagin sich bildet: denn jene Stickstoffverbindung kann 
ju eine vom Asparagin verschiedene Substanz sein, welche 
gegen verdiinnte Salzsiiure das gleiche Verhallen zeigt, wie 
Asparagin. 

Um Aufschluss tiber die Qualitéit der bei der Selbstver- 
dauung der Keimpflanzensubstanz entstehenden Produkte zu 
erhalten, habe ich eine Reihe von Versuchen angestellt. 
Von denselben beschreibe ich zuniichst zwei Versuche mit 
je der friher beschriebener Weise priiparirten 
Substanz von viertigigen Keimpflanzen von Lupinus 
luteus stammend. Ich brachte die abgewogenen Substanz- 
mengen unter Zusatz von Thymolwasser in zwei Kolben, von 
denen in einen jeden, nachdem der eine (A) im Wasserbade 
his fast auf den Siedepunkt erhitzt worden war, so viel blau- 
siiure zugesetzt wurde, dass der Inhalt der letzteren 0,2° 9 be- 
trug: beide Kolben wurden sodann 6 Tage lang im Thermostaten 
auf 35—40° erwirmt. Sodann wurde der Inhalt eines jeden 
Kolbens aufs Filter gebracht und die abfiltrirten Fliissigkeiten 
vollkommen gleich behandelt. 

Jedes von den Filtraten wurde vorsichtig so lange mit 
bleiessig versetzt, als sich noch ein Niederschlag bildete: die 
Niederschlige wurden abfiltrirt, die Filtrate mittelst: Schwefel- 
wasserstoff vom Ble befreit, darauf mit Ammoniak neutralisirt 
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und auf dem Wasserbade zum Svrup eingedunstet. In der 
I liissigkeit der nicht gekochten Probe bildete sich schon beim 
Kindampfen an der Oberfliiche eme Ausscheidung, die sich 
nach zweitiigigem Stehen an einem kiihlen Orte zu einer dicken 
Haut, gleich derjenigen, die gewohnlich Leucin bildet, gestaltete. 
Die ausgeschiedene Masse wurde von der Mutterlauge mittels| 
eines Zeugtilters getrennt, mit Weingeist gewaschen und iiber 
Schwefelsiiure getrocknet. Es wurde auf diese Weise 0,5 ¢ 
vohprodukt erhalten. Die Mutterlauge sammt den Waschfliissig- 
keiten wurde wieder zum Syrup eingedampft und den 
Exsiccator gestellt. Dorthin wurde auch der Syrup von der 
nicht gekochten Probe, in der beim liingeren Stehen nach dem 
Kindampten Keine Ausscheidung zu bemerken war. gebracht. 
Nach liingerem Stehen iiber concentrirter Schwefelsiiure wurden 
beide Syrupe gewogen: 

eekocht ca. 15 ¢, nicht gekocht ca. 25 ¢. 
Hieraus ist ersichtlich, dass die Fraction, in der das Enzym 
durch Kochen nicht zerstort wurde, durch Bleiessig nicht 
fillbare Substanzen in viel grosserer Menge enthielt als die 
gekochte Fraction. 

Nach dem Wiigen wurden beide Syrupe mit) Wasser 
verdiinnt und mit viel Weingeist versetzt, wobei eine starke 
Ausscheidung entstand. Die von letzterer abgegossenen wein- 
geistigen) Losungen) wurden wieder zum Syrup  eingedunstet. 
Auch diesmal gab der Syrup von der gekochten Probe nach 
liingerem Stehen keine Ausscheidung. Der andere (von der 
eekochten Fraction) lieferte dagegen bald wieder eine dem 
rohen Leucin gleichende Ausscheidung, die wieder mit Hiilfe 
eines Zeugfillers von der Mutterlauge getrennt und dann zur 
Entfernung der ihr von derselben anhaftenden Reste auf eine 
Thonplatte gestrichen wurde. Die von dieser Abscheidung 
abliltrirte Mutterlauge lieferte, als sie wieder in der gleichen 
Weise behandelt wurde, noch einmal ein leucinartiges Produkt. 
In dieser Weise wurde ungefiihr 1,1 g@ dieses Produktes er- 
halten. Dasselbe wurde zerrieben und mit heissem Weilngeist 
unter Zusatz yon etwas Ammoniakfliissigkeit behandelt: der 
erosste Theil ging dabei in Losung. 
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Der ungeloste Riickstand wurde mit wiisserigem Ammoniak 
behandelt, wobei er grésstentheils sich léste. Die Lésung 
lieferte, beim Verdunsten tiber Schwefelsiiure, eine weisse, in 
kaltem Wasser sehr schwer ldsliche Substanz,. welche sich als 
Tyrosin erwies. Sie gab sowohl die Hoffmann’ sche wie 
die Piria sche Reaction. 

Aus der von jenem Riickstand abfiltrirten alkoholischen 
Losung schied sich beim Stehen tiber Schwefelsiiure eine 
weisse, dem unreinen Leucin gleichende Substanz aus. Die- 
selbe wurde mehrmals aus ammoniakhaltigem Alkohol um- 


krvstallisirt, wodurch sie sich in gliinzende weisse dem 
Leucin gleichende Krystallblittchen verwandelte. Dieses ge- 


reinigte Priiparat lOste sich ziemlich schwer in kaltem Wasser. 
bem Erhitzen im Rohrechen das Verhalten des Leu- 
cins (welsses Sublimat und Geruch nach Amylamin) und 
loste sich nicht in einer gesiittigten wiisserigen Leucinlosung. 
Aus der heissen Lésung sehied sich beim Zusatz von Kupfer- 
acetat die ftir Leucin charakteristische Kupferverbindung ab. 
Die Substanz gab auch die Scherer’sche Reaction. 

ks wurden auf diese Weise aus der im Anfang des 
Versuches nieht gekochten Fliissigkeit Leucin und Tyrosin 
erhalten, die offenbar Produkte der Wirkung des Enzvms sind, 
weil aus der gekochten Fliissigkeit sie mit Hilfe derselben 
Operationen nicht abgeschieden werden konnten.!) 


1) Das bei der gekochten Fliissigkeit erhaltene Resultat steht nur 
scheinbar in Gegensatz zu E. Schulze’s (Zeitschr. f. physiol. Chem. 
Bd. XXIV, 1898, 5. 106 und Bd. XXX, 1900, S. 281) Angaben iiber das 
Vorkommen von Leucin und Tyrosin in 6—S8tigigen Keimpflanzen von 
Lupinus luteus. Denn auch E. Schulze vermochte aus wiisserigen 
Extracten aus solchen Ketmpflanzen jene Amidosiiuren nicht 
Krystallisation zur Abscheidung zu bringen. Dagegen erhielt er sie bei 
Verarbeitung weingeistiger Extracte aus den Cotyledonen unter Be- 
dingungen, die offenbar fiir die Abscheidung jener Amidosiiuren viel 
ciinstiger sind. Uebrigens ist FE. Schulze bei Gewinnung dieser Stoffe 
stets auch von etwas ilteren Keimpflanzen und von grésseren Quantitiiten 
des Untersuchungsmaterials ausgegangen und er hat trotzdem zwar 
Leucin aus drei Keimpflanzenculturen von Lupinus luteus, Tyrosin 
dagegen nur aus einer solehen Cultur abzuscheiden vermocht. 
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Es war nun zu untersuchen, ob neben Leucin und Tyrosin 
auch Asparagin sich gebildet hatte. Um dies zu entscheiden, 
mussten, da die urspriingliche Keimpflanzensubstanz schon 
Asparagin betriichtlicher Menge enthielt, quantitative be- 
<timmungen ausgeftihrt werden. Ich konnte mich aber nicht 
allein auf die nach Sachsse’s Methode ausgefiihrten Bestim- 
mungen stiitzen: denn es ist ja moglich, dass das bem 
Kochen der Fliissigkeiten mit verdiinnter Salzsiiure entstandene 
Ammoniak nicht) ausschliesslich aus) Asparagin abgespalten 
worden war. Es war also auch festzustellen, wie gross die 
Asparaginmenge war, die sich aus den Versuchsfliissigkeilen 
in Substanz abscheiden less. 

Man kann) bekanntlich leicht Asparagin in’ WKrystallen 
gewinnen, indem man die Extracte aus Lupinus-Keimpfianzen 
auf ein geringes Volumen eindunstet. Dies ist auch in diesem 
alle versucht worden: doch blieben nach dem = Auskrystalli- 
siren des Asparagins so dickfliissige Mutterlaugen tibrig, dass 
die Krystalle von denselben nur schwierig und jedenfalls nicht 
ohne Verlust getrennt werden konnten.!) Ich scehlug daher 
einen anderen Weg ein. filtrirten Versuchsfliissigkeiten 
wurden mit Tannin und Bleizucker versetzt, die so erhaltenen 
Niederschliige abtiltrirt und ausgewaschen, die Filtrate mit 
Mercurinitratlo6sung in schwachem Ueberschuss vermischt, die 
erzeugten Niederschlige nach dem <Abfiltriren und Aus- 
waschen, Wasser vertheilt und durch Schwefelwasserstoff 
zersetzt. Die vom Schwetfelquecksilber abfiltrirten Losungen 
neutralisirte ich mit Ammoniak und dunstete sie sodann im 
Wasserbade bei gelinder Wiirme zum Syrup ein, wobei ich 
durch Zutropfeln von Ammoniumearbonat die Reaction der 
Fliissigkeit moglichst neutral erhielt. Aus den concentrirten 
Fliissigkeiten krystallisirte bald Asparagin aus; die Krystalle 
wurden nach mehrtiigigem Stehen von der Mutterlauge ge- 
trennt, tiber Schwefelséiure getrocknet und gewogen. Da man 
wegen der sauren Reaction der Mercurinitratlbsung annehmen 


', Ungleich leichter liisst sich das Asparagin aus den Extracten 
aus ilteren Lupinus-Keimpflanzen durch Krystallisation gewinnen. 
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musste, dass die Austillung des Asparagins keine vollstiindige 
war, sO habe ich den Filtraten von den Mercurinitratnieder- 
-chligen Sodalésung zugesetzt, bis die Reaction nur noch 
<chwach sauer war: die dabei entstandenen weissen Nieder- 
schliige leferten, als sie in oben beschriebener Weise be- 
handelt wurden, gleichfalls Asparaginkrystalle: letztere wurden 
mit den zuerst erhaltenen vereinigt. 


Versuch I, 

Im Folgenden theile ich nun zuniichst die Resultate mit, 
die ich bei Versuchen mit 4tigigen Keimpflanzen von Lupinus 
luteus erhielt. Ich brachte je 20 @ des in friiher beschriebener 
Weise Keimpflanzenpulvers in 3 Kolbchen, setzte 
in zwei Kolbchen Thymol, im dritten 0,2° oige Blausiiure zu 
und erwirmte alle Kélbchen 7 Tage lang auf 35—+40°, nach- 
dem Kolbchen | kurze Zeit bis nahe zu 100° erhitzt: worden 
war. Bet den Asparaginbestimmungen erhielt ich folgende 
Zahlen : 


(Giekocht Nicht gekocht 
nach Sachsse mit Thymol mit Thymol mit 0.2° HNC 
berechnetl) in®/o 7.02" 9 11.80° 
in Krystallen aus 20 g 0.676 0.660 ¢ 0,742 ¢ 
erhalten Lin %% 3.38 Jo 3.30 3.71 
Wie man sieht, erhielt ich aus den Kolben IH und Ii 
nicht wesentlich mehr Asparaginkrystalle als aus Kolben I. 


Alle auf diesem Wege gewonnenen Priipaurate besassen 
das Aussehen des Asparagins und gaben die fiir dasselbe 
charakteristischen Reactionen (Bildung von Ammoniak beim 
Kochen mit Salzsiiure und Natronlauge, Entstehen eines krystal- 
linischen Niederschlages nach Siittigen der heissen wisserigen 
Losung mit Kupferoxydhiydrat). Vollkommen rein waren aber 
(ie aus Kolben und gewonnenen Krystalle nicht: es 
wurde durch Millon sches Reagens eime Beimengung von 
Tyrosin nachgewiesen. 


1) Die Daten fiir diese Berechnung sind aus einem vorher be- 
schriebenen Versuche mit derselben Substanz und unter denselben Be- 
dingungen erhalten worden. 
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Das aus Kolben Hl gewonnene Produkt wurde umkrystalli- 
sirt. Die Ausbeute betrug dabei 0,656 (3,28°/o0), und die 
Krystalle zeigten einen Wassergehalt) von 12,09°  (theo- 
retisch 12/0). 

Versuch I. 

den Versuch Il wurden 3tigige Lupinenkeimlinge 
verwendet. Es wurden zwet Proben der Substanz genommen 
(sie wurde in diesem Falle nicht wie bei den vorangegangenen 
Versuchen vorher mit Aether behandelt) und zu jeder 100 ccm. 
Wasser hinzugefiigt: eine derselben wurde aufgekocht und 
beide hierauf mit so viel Blausiiure versetzt, dass eine 0.2°/oige 
Losung entstand, 

Der ganze Versuch wurde im Uebrigen genau so ange- 
stellt wie der zuerst’ beschriebene. 

Das Resultat des Versuches war folgendes : 


Nach 7tigigem Stehen im Thermostaten 


gekocht nicht gekoeht 
Nach Sachsse berechnet — 
in Krystallen 20 O492 ¢ O.GD58 
erhalten \ in 2.46 3,29 


Beide Priiparate gaben  siimmtliche friiher erwiihnte 
Reactionen des Asparagins. Ausserdem zeigte das Priiparat 
aus der nicht gekochten Flissigkeit eine Beimengung von 
Leucin und ‘Tyrosin. Beim Behandeln desselben mit heissem 
Alkohol unter Zusatz von Ammoniak wurde eine alkoholische 
Losung erhalten, aus der beim Stehen tiber Schwefelsiiure 
eine kleine Menge einer Substanz sich ausschied; beim Er- 
hitzen im Rohrchen gab dieselbe ein Sublimat unter gleich- 
zeitigem Auftreten eines Amylamingeruches. Dieselbe Substanz 
gab mit Millon’ schem Reagens eine rothgefiirbte Losung, was 
auf Anwesenheit von Tyrosin deutet. Priiparat aus 
der gekochten Fliissigkeit konnte eine Beimengung der ge- 
nannten Amidosiiuren nicht nachgewiesen werden. 

Versuch Ul. 

Versuch HE wurde iihnulich dem Versuche angestellt, 
mit dem eimzigen Unterschiede, dass die Ausscheidung des 
Asparagins durch eimfaches Fiillen mit Mercurinitrat erfolgte 
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und das Filtrat vom Mercurinitratniederschlag nicht wie bet 
den ersten Versuchen neutralisirl wurde. Von den vier zur 
Untersuchung herangezogenen Proben wurden zwei, bevor sie 
in den Thermostaten mit den beiden anderen gestellt) wurden, 
aufgekocht. 

Asparagin erhalten: 


Gekocht Nicht gekocht 
Aus 20 g 0.623 g 0.293 ¢ 
a) in °%/o 3.14 °%/o 1.47 


b) in %o 3.38 1.62 

Auch in diesem Falle enthielten die Krystalle aus der 
nicht gekochten Fliissigkeit eine kleine Beimengung von Ty- 
rosin: dasselbe wurde im Riickstand, den die Krystalle nach 
vorsichtiger Behandlung mit) schwach erwiirmtem Wasser 
vaben, gefunden. Es war schwer in reinem, leicht in ammoniak- 
haltigem Wasser und gab die Hoffmann’ sche und 
die Piria sche Reaction. 

Wenden wir uns zu den Ergebnissen der eben beschrie- 
benen Versuche, so finden wir in keinem einzigen Falle eine 
inerkliche Erhéhung des Asparagingehaltes in Folge der Wir- 
kung des Enzyms. Die Schwankungen der Asparaginmenge 
in den Versuchen | und II miissen als solche, die innerhalb 
der Genauigkeitsgrenzen der angewendeten Methode legen, 
aungesehen werden. Die Menge des Asparagins aus den nicht 
vekochten Fliissigkeiten war beim Jetzten Versuche bedeutend 
kleiner als aus den gekochten. Wahrscheinlich tst dies dem Um- 
stand zuzuschreiben, dass die Fliissigkeit beim Versetzen mit 
Mercurinitrat nicht neutralisirt wurde, wodurch die Fiillung 
keine vollstiindige war. Der Einfluss der Aciditéit des Reagens 
musste sich dabei stirker in der nicht gekochten Fliissigkeit 
zeigen, da wegen ihres grésseren Gehaltes an Substanzen, 
die durch Mercurinitrat fiillbar sind,!) vom letzteren zur 
Losung mehr zugesetzt werden musste. Die beiden ersten 

1) Beim dritten wie auch bei den beiden ersten Versuchen gaben 
die nicht gekochten Fliissigkeiten beim Versetzen mit Mercurinitrat be- 
deutend gréssere Niederschlige als die gekochten. 
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Versuche zeigen jedenfalls, dass, wenn auch der Asparagin- 
gehalt der nicht gekochten Fliissigkeit sich etwas geiindert 
hatte, dies doch nur in unbedeutendem Maasse geschehen war. 

Ich muss nun noch darauf aufmerksam machen, dass 
im Versuch | die aus den Bestimmungen nach Sachsse’s 
Methode  berechneten Asparaginmengen bedeutend 
sind, als die aus den Mercurinitratniederschliigen abgeschie- 
denen Quantititen. Dies macht es sehr wahrscheinlich, dass 
das beim Kochen mit verdiinnter Salzsiiure entstandene Am- 
moniak nur zum Theil aus Asparagin, zum Theil aber aus 
einer anderen Stickstoffverbindung abgespalten worden war. 
Ferner hat Sachsse’s Methode fiir die nicht gekochten 
Hliissigkeiten (Kolben und Hl) einen héheren Asparagin- 
vehalt ergeben, als fiir die gekochte Fliissigkeit (Kolben |). 
Also scheint bet Einwirkung des Enzyms auf die Eiweissstofte 
eine durch verdtinnte Salzsiiure unter Ammoniakbildung = zer- 
setzbare Verbindung, welehe nicht) Asparagin ist, ent- 
stehen.!) Denn, wenn diese Verbindung Asparagin wire, so hiitten 
doch wohl die Mercurinitratniederschliige aus den nicht ge- 
kochten Fliissigkeiten mehr Asparagin liefern mtissen, als der 
Niederschlag aus der gekochten Fliissigkeit. 

Wenn auch die von mir in diesen Versuchen und in den 


1) Die oben in den Versuchen | und IL angefiihrte Zusammen- 
stellung der nach Sachsse berechneten Asparaginmengen mit den aus 
den Mercurinitratniederschliigen abgeschiedenen fiir die von mir unter- 
suchten 3- und +tigigen Lupinuskeimlinge liisst annehmen, dass auch 
in denselben Asparagin nicht das einzige bei der Behandlung nach 
Sachsse’s Methode ammoniakhefernde Produkt ist: denn die Unter- 
schiede zwischen den nach der Sachsse’schen Methode gewonnenen 
Werthen und der Menge des von mir in Krystallen erhaltenen Asparagins 
sind kaum allein auf die Ungenauigkeit der Methode zuriickzufiihren. 
Kh. sehulze hat schon lingst die Meinung ausgesprochen, dass in den 
Pflanzen ausser Asparagin (und Glutamin) noch andere Koérper, die bei 
der Bearbeitung nach der Sachsse’schen Methode Ammoniak liefern. 
sich finden miissen. Vergl. Schulze und FE. Kiesser, Landwirth- 
schaftl Vers.-Stat.. Bd. XXXVI, 1889, S. 4, und E. Schulze und EF. 
Bosshardt. Zeitschrift fiir physiol. Chem., Bd. IX, 1885, 5. 435; auch 
BK. Schulze, Landwirthschaftl Jahrbuch, 1892, 5, 105 und Zeitschr. [. 
physiol. Chem., Bd. XXX. 1900, 241. 
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oben beschriebenen Versuchen mit Conglutin erhaltenen Re- 
sultate immer noch die Moglichkeit offen lassen, dass bei der 
Kinwirkung des Enzyms auf die Eiweissstoffe Asparagin in 
kleiner Quantitéit entsteht, so schliessen sie doch vollstiindig 
die Annahme aus, dass die Spaltune der Kiweissstoffe durch 
das Enzym mit emer starken Asparaginbildung verbunden ist. 
Die Frage. ob bei diesem Process tiberhaupt Asparagin ent- 
steht. wird sich entscheiden lassen, indem man Eiweissstotle 
mit Hilfe einer durch Dialyse gut gereinigten Enzymlésung 
in etwas grosserer Quantitét zersetzt und sodann die Produkte 
untersucht. Die [solirung des Asparagins bietet schon deshalb 
sehr geringe Schwierigkeiten, weil dieses Amid leicht durch 
Pergamentpapier diffundirt und auch aus stark verunreinigten 
Losungen leicht auskrvstallisirt. 

Ich behalte mir vor. tiber diese Frage noch Versuche 
wozustellen, 


1) Was diejenigen Produkte der Finwirkung des Enzvims anbetriffi. 
die nach Sachsse’s Methode Aimmoniak abspalten und die jedenfalls 
in ihrer Hauptimasse micht aus Asparagin bestehen, so ist es wol:! 
moglich, dass za jenen Produkten ein anderes Amid, z. B. Glutamin. 
vehort. Es ist schon liingst festgestellt, dass Glutaminsiiure sich be- 
triichtlicher Menge bet Zerspaltung mehrerer Eiweissstoffe (besonders 
pilanzlichen Ursprungs) durch Siuren bildet. (Vergl Ritthausen, 
Die kiweisskérper der Getreidearten ete., 1872, 5. 213.) In neuester Zeil 
hat Kutscher (Ueber das Antipepton, Il. Mittheil.. Zeitschr. physiol. 
Chemie, Bd. 1899, 88) die Anwesenheit der Glutaminsiure auch 
in den Produkten der tryptischen Verdauung nachgewiesen.  Vielleicht 
bildet sich zuerst Glutamin, welches spiiter in glutaminsaures Ammonium 
iibergeht. Bekanntlich erleidet Glutamin diese Urnmwandlung sehr leicht. 
lech mochte an dieser Stelle nur noch bemerken, dass unter den Produkten 
der selbstverdauung von Lupinenkeimpflanzen eine Substanz, die leichter 
als Asparagin Ammoniak abzuspalten scheint, vorhanden ist. Eine be- 
trachtliche Menge des Stickstoffs der Verdauungsprodukte (ausser Ammoniak 
konnte durch unmittelbares Kochen mit Magnesia in Form von Ammoniak 
abdestillirt werden. wiihrend Asparagin nach Angaben Bosshard’s 
(Zeitschr. f. analyt. Chem., Bd. XXII, |. ¢.) beinahe kein Amimoniak berm 
Kochen mit Magnesia abspaltet. 

Hirschler (Zeitschr. f. physiol. Chem... Bd. X, L886. 5. 502) und 
stadelmann (Zeitschr. f. Biologie, Bd. 24, 1888) haben schon lange 
gezeigt, dass ein Theil des Stickstoffs der sich bet der Pancreasverdauung 
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Leber andere Produkte der Selbstverdauung der Keim- 
pflanzensubstanz kOnnen wir vorliiufig nur einige Beobachtungen 
inittheilen: wir hoffen aber dieselben durch weitere Unter- 
suchungen vervollsténdigen zu kounen. 

Was die Zwischenprodukte der Verdauung anbetrifft, so 
wurde schon friher erwiéhnt, dass bei dem im Dialysator 
angestellten Versuch mit der Substanz der Keimpflanzen von 
Lupinus luteus in der iiusseren Fliissigkeit des Dialysators dic 
Anwesenheit von echten Peptonen?!) durch die Biuretreaction 


von Fibrin bildenden) Produkten beim Kochen mit Magnesia in’ Form 
von Amimoniak abspaltet. Ob dasselbe den leicht zerspaltbaren Amiden 
angehort, oder bei der Verdauung als solches entsteht, ist bis jetzt noeh 
nicht erklart. Zunz (Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXVIIL, £899, 8. 132) 
beobachtete die Bildung von bei der Destillation mit) Magnesia abspalt- 
barem Stickstoff auch bei der peptischen Verdauung. Jakoby (Zeitschr. 
f. physiol. Chemie, Bd. XXIX, 1900, S. 149) constatirte die Anwesenheit 
von leicht abspaltbarem Ammoniak auch in Produkten der Selbstverdauung 
des Leberbreis. 

Wenn auch der sich leicht abspaltende Stickstoff der bei der 
Selbstverdauung der Lupinenkeimpflanzensubstanz entstehenden Produkte 
nicht dem Asparagin angehért, so kann man doch fragen, ob er wenigstens 
nicht diejenige Quelle bildet. aus der das letztere bei seiner Entstehung 
in den Keimpflanzen seinen Amidstickstoff entlehnt. Zusammen- 
stellung der Mengen, in welchen der nach Sachsse’'s Methode abspalt- 
bare Stickstoff sich bei dem Eiweisszerfall in den Versuchen tiber die 
~elbstverdauung und in den Keimpflanzen bildet, zeigt aber. dass. wenn 
diese Beziehung auch stattfindet, so jJedenfalis auf diese Quelle nur ein 
Theil des Amidstickstoffs des in den Lupinenkeimpflanzen vorhandenen 
Asparagins zuriickzufiihren ist. Die Mengen des oben genannten Stick- 
stoffs betragen bei der Selbstverdanung der Keimpflanzensubstanz von 
Lupinus luteus und von Lupinus angustifolius ca, 15° (die bei den 
verschiedenen Versuchen gefundenen Werthe schwanken zwischen LO bis 
20°) des Stickstoffs der zerfallenen Eiweissstoffe, in den Keimpfilanzen 
derselben Arten nach den von Merlis (Landw. Vers.-St. Bd. 48, 1897, 
>. 419) und von imr ausgefiihrten Versuchen ungefiihr 40° o. Die ange- 
fiihrte Zusamimenstellung fiihrt zur Annahme, dass in den Keimpilanzen 
zugleich omit der hydrolytischen Spaltung der Eiweissstoffe; durch das 
fnzyin ein secundirer Process einer Umwandlung von fest gebundenem 
Stickstoff in locker gebundenen statttindeft. 

1) Die Bestimmungen des Stickstoffgehaltes der iiusseren Flissig- 
keiten der Dialysatoren mit gekochtem und nicht gekochtem Inhalt haben 
sezeigt, dass im letzteren in Wirklichkeit eine Verdauung von Eiweiss- 
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nicht nachgewiesen werden konnte (wenn zu der verdauenden 
Fliissigkeit keine Salzsiure zugesetzt wurde). Das in diesem 
Falle erhaltene Resultat stimmt mit den Beobachtungen von 
Puriewitsch?) tiberein. Bei der Untersuchung stickstoff- 
haltigen Produkte, die bei der Bertihrung der Lupinencotyledonen 
mit Wasser in dasselbe tibergehen, fand er unter ihnen weder 
Kiweissstoffe noch Peptone, Losung befanden sich nur 
Amidverbindungen. Analoge Ergebnisse erhielten auch Geret 
und Hahn) bei der Untersuchung der Produkte der Verdauung 
von Kiweisskorpern durch das Enzym_ Hefepresssatftes; 
unter diesen wurden Leucin, Tyrosin und kleine Mengen von 
Albumosen autgefunden; kein einziges Mal aber konnte die 
Anwesenheit von echten Peptonen, auch im = Anfangsstadium 
der Verdauung, nachgewiesen werden. Auch bei der Auto- 
digestion des Leberbreies, nach Angaben Salkowski s*) und 
Jakoby's,’) liisst sich Leucin, Tyrosin und etwas Albumosen, 
ber kein echtes Pepton nachweisen. °) 


stoffen unter Bildung von durch Pergamentpapier diffundirbaren Prodakten 
stattfand. 
Ich gebe hier die in den Dialysaten gefundenen Stickstoffmengen an: 


cekocht nicht gekocht 
0.902 ¢ 1215 


lm emen wie im andern Dialysator waren je 20 g der Substanz 
von Lupinenkeimlingen. 

2; Purtewitsch, Physiologische Untersuchungen iiber die Ent- 
leerung der Reservestoffbehialter. Pringsheims. Jahrbiicher f. wissen- 
schafth Botamik, Bd. 31, 1897. S. 1. 


3) M. Hahn. Das proteolytische Enzym des Hefepresssaftes. Ber. 
d. deutschen chem. Gesellschaft, Bd. 31, 1899, S. 200 und L. Geret und 
M. Hahn, Weitere Mittheilungen iiber das im Hefepresssaft enthaltene 


proteolytische Enzym. Ber. d. deutschen chem. Gesellschaft, Bd. 31, 
2436. 

4) KE. Salkowski loc. cit. 

») Ch. Jakoby, Ueber die fermentative Eiweissspaltung und 
Ammoniakbildung in der Leber. Zeitschr f. physiol. Chemie, Bd. XXIX, 
100, S. 149. 

6) W. Windisch und B. Schellhorn (lL ¢.) kommen auch zu 
dem Schlusse, dass bei der Verdauung der Eiweissstoffe der Gerste durch 
das Enzym des Malzes sich kein echtes Pepton bildet. Die genannten 
Autoren haben aber vor der Untersuchung der Lésung auf Pepton die- 
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Somit vollzieht sich die Spaltung von Eiweissstoffen bis 
zu den Amidosiiuren in einigen Fiillen ohne Bildung von echtem 
Pepton, oder, was wahrscheinlicher ist, geht die weitere Um- 
wandlung der sich bildenden Peptone so rasch vor sich, dass 
ihre Anwesenheit nicht entdeckt werden kann. Es ist daher 
klar, dass das negative Resultat) bei dem Versuche, Peptone 
ber der Verdauung von Eiweissstoffen nachzuweisen, noch kein 
senigender Grund ist, um auf die Abwesenheit des Enzyms in 
dem untersuchten Object zu schliessen, wie es oft gethan wird. 

Was die durch Phosphorwolframsiiure fillbaren Produkte 
anbetrifft. deren Stickstoffgehalt ber den Versuchen mit den 
Keimptlanzen von Lupinus luteus ca. desjenigen der 
zerspaltenen Eiweissstotfe betriigt, so bleibt vorliiufig die Frage 
liber ihre Natur offen. 

leh fiihre ier nur die Resultate eines Versuches, der zur 
Aufklirung des Verhaltens dieser Produkte gegentiber Tannin 
und Bleiacetat angestellt wurde. an. 

Genommen wurden 10 ¢ der Substanz 4 tiigiger Keim- 
linge von Lupinus luteus und 100 cem. 0,2° oiger Blausdure. 

Nach fiinftiigigem Stehen im Thermostaten gab die Analyse 


folgende Resultate : 


N im ungelésten Riickstande. .. 2.96 ” 
N in den mit Tannin und Bleizucker. . 1,50 
N im Phosphorwolfrainsiiureniederschlag . . . . . 
N des Ammomaks im 


Fir die urspriingliche Substanz wurde gefunden: 


A. 


dev Proteinkérper (durch Tannin und Bleizucker gefillt) . . 6.88 
N im Phosphorwolframsiiureniederschlag . . . O41 

Aus den angefiihrten Angaben ist ersichtlich, dass der 
Zertall der Eiweissstoffe von der Bildung von Substanzen be- 
gleitet ist, die nicht durch Tannin und Bleizucker, dagegen 
durch Phosphorwolframsiiure fiillbar sind. Der Stickstoff dieser 


selbe zur Entfirbung mit Therkohle gekocht; bekanntlich absorbirt abe: 
die letztere Peptone aus der Lisung. Das angegebene Verfahren konnte 
folglich auch dann zu negativen Resultaten fahren, wenn die zu unter- 
suchende Losung Peptone enthielte. 
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Substanzen nach Abzug des Ammoniakstickstotfs betragt 5 
and im Verhiltniss Stickstoff der zerfallenen Eiweiss- 
kérper (2,420) ca. 34 %o. 

Man kann vermuthen, dass diese Substanzen Hexonbasen 
waren. Das thierische Trypsin, dem das in den Keimptlanzen 
enthaltene sich zu niihern scheint, bildet) nach den 
Untersuchungen von Hedin!) und von Kutscher?) zugleich 
init Amidosiuren auch Hexonbasen. Nach Jakoby*) ent- 
stehen basische Produkte auch bei der Autodigestion des 
Leberbreis. E. Schulze‘) hat die Hexonbasen auch in den 
Cotyledonen der WKeimpflanzen von Lupinus luteus gefunden, 
wo sie zugleich mit Monoaminosiiuren vielleicht auch als Pro- 
dukie der Wirkung des von mir aus denselben Keimplflanzen 
isolirten Enzyms auftreten. 


Zusammenfassung der Resultate. 


Die von mir ausgeftihrten Versuche iiber die Selbstver- 
dauung ocer Autolyse der Keimpflanzensubstanz fiihren zu der 
Schlussfolgerung, dass den Keimpflanzen von Lupinus 
angustifoleus, Lupinus luteus, Vicia Faba und Ricinus major 
ein proteolytisches Enzym enthalten ist, welches Eiweissstofte 
zu spalten vermag, unter Bildung von Produkten, die nur zum 


1) Hedin. Du Bois Reymond’s Archiv fiir Physiologie, I891, 5. 273. 
Hedin tsolirte aus den Produkten der pancreatischen Verdauung Lysin. 

Kutscher, Ueber das Antipepton. I. Mittheilung, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. Bd. 198, 195. Mittheilung, ebenda, 
Bd. XXVI, 189899, S. 110. Dieser Autor fand im <Antipepton> von 
Kiihne Histidin und Arginin. 

3) Ch. Jakoby. loc cit. Nach den Beobachtungen des Verfassers 
gab die Phosphorwolframsiiure im Filtrat von der Selbstverdauung unter- 
worfenem Leberbrei nach der Entfernung der Eiweissstoffe und Albu- 
mosen einen bedeutenden Niederschlag auch in demjenigen Falle, wo 
das Ammoniak durch Kochen mit Magnesia entfernt wurde. 

4) Arginin wurde von E. Schulze in den Keimlingen von Lupinus 
luteus noch friher gefunden: in neuester Zeit wies er daneben auch 
Histidin und Lysin nach. E. Schulze, Ueber das Vorkommen von 
Histidin und Lysin in Keimpflanzen, Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. XXVIII, 
1899, S. 465. 
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Theil durch Phosphorwolframsidure fallbar sind: eine Be- 
stitigung fiir diese Schlussfolgerung hefern auch die Versuche. 
welche ich mit der durch Weingeist aus dem Glycerinextract 
aus Lupinuskeimpflanzen  gefiillten Substanz gemacht habe. 
Kin solches Enzyin’ scheint nach meinen Versuchen auch in 
den Axenorganen der Keimpflanzen von Lupinus luteus sowie 
in den ungekeimten Samen von Lupinus angustifolius, hier 
vielleicht als Zymogen, enthalten zu sein. Meine Versuche 
haben also eine Bestiitigung fiir Green s Angabe, dass in den 
Keimpflanzen von Lupinus und von Ricinus ein proteolytisches 
Knzym enthalten ist, geliefert. Ber den Versuchen iiber die 
Selbstverdauung der Keimpflanzensubstanz konnte ich in allen 
Killen unter den durch Phosphorwolframsiiure nicht fiillbaren 
Produkten des Eiweisszerfalls das Vorkommen von Substanzen 
nachweisen, welche beim Kochen verdiinnter Salzsiiure 
nach der Sachsse schen Methode Ammoniak abspalten. 

Das proteolytische Enzym der Lupinuskeimpflanzen wirkte 
schwiicher O,L° oiger Sodalésung und in 0,2° oiger Salz- 
siurve und bildete ber Gegenwart der letzteren haujtsiichlich 
nur Produkte, die durch Phosphorwolframsiure fiillbar waren. 
Die Wirksamkeit des Enzyms wurde erhéht durch Zusatz ge- 
ringer Menge von blausiure. Giinstig wirkte z. B. O,1°/oige 
Blausiiure: in 1,0°/oiger Blausiiure war zwar die Wirksamkeit 
des Enzyms eine grdssere, aber es bildete hier, ebenso wie 
In O.2°oiger Salzsiiure, aus den Eiweissstoffen vorzugsweise 
Produkte, die durch Phosphorwolframsiiure faillbar sind. 

Ueber die Produkte, die bet der Spaltung der Liweiss- 
stoffe durch das Enzym_ sich bilden, sind von Green nur 
wenige und zum Theil nicht einwandsfreie Angaben gemacht 
worden. Aus meinen Versuchen geht mit Sicherheit hervor, 
dass bei Einwirkung des Enzyms auf die Eiweissstoffe Leucin 
und ‘Tyrosin entstanden. Dass neben diesen Produkten auch 
Asparagin sich bildete, was von Green vermuthet worden 
ist, vermochte ich nicht nachzuweisen. Als wahrscheinlich 
kann ich es dagegen bezeichnen, dass durch das Enzym auch 
basische Produkte (Hexonbasen) aus den Eiweissstoffen gebildet 
werden. : 
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Die Zersetzung der Eiweissstolfe durch das Enzyim ist 
eine so starke, dass man wohl kein Bedenken tragen kann, 
die mit der Keimung der Samen verbundene Eiweisszersetzung 
auf die Wirkung eines solchen Enzyms zuriickzufiihren. 

Die Resultate meiner Versuche stehen vollstindiger 
Uebereinstimmung mit den Schlussfolgerungen, zu denen 
Schulze?) in Bezug auf die Eiweisszersetzung den 
Keimpflanzen auf ganz anderem Wege gelangt ist, insbesondere 
auch mit der Sehlussfolgerung, dass das Asparagin groOssten- 
iheils durch Umwandlung primiiver Eiweisszersetzungsprodukte 
entsteht und also secundiires Produkt) des Eiweissum- 
xatzes isl. 

Zum Schlusse erachte ich es als eine angenehme Pflicht, 
Herrn Prof. E. Schulze an dieser Stelle meinen aufrichtigen 
Dank auszusprechen fiir das rege Interesse, welches er fiir 
diese Arbeit zeigte, sowie fiir seine liebenswiirdige bereit- 
willigkeit, mir stets mit Rath und That beizustehen. 

1) Vergl. E. Schulze, Ueber den Umsatz der Eiwetssstoffe in der 


lebenden Pflanze. Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. XXIV (1898), 5. 18 und 
Bd. XXX (1900), 5. 241. 
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Quantitative Bestimmung der Hexonbasen in Heteroalbumose 
und Pepton. 
Von 
H. Haslam. 


Aus dem physiologischen Institut in Marburg. 


(Der Redaction zugegangen am 15. December 1900.) 


Das Verhiltniss der Propeptone und Peptone unter ein- 
ander und zu den urspriinglichen Eiweisskérpern) kann nur 
durch die quantitative Untersuchung der Spaltungsprodukte 
eekliirt werden. Ich habe es daher unternommen, die von 
A. Kossel zum Theil in Gemeinschaft mit F. Kutscher aus- 
gearbeiteten” Methoden fiir die Bestimmung der Hexonbasen auf 
die Untersuchung dieser dem urspriinglichen Eiweiss nahe- 
stehenden Produkte zu iibertragen. 

Bekanntlich ist es heute noch nicht gelungen, die ersten 
Umwandlungsprodukte der Eiweisskorper durch die proteolyti- 
schen Enzyme mit voller Sicherheit von einander zu trennen. 
Am meisten Gewiihr fiir chemische Individualitiit bietet scheinbar 
derjenige Korper. welchen man heute gewoOhnlich als Hetero- 
abumose bezeichnet und der zuerst von Schwann,?) spiiter 
von Meissner und Bittner als ein Niederschlag erhalten 
wurde, der sich beim Erhitzen von VerdauungslOsungen auf 
65 —66" nach Ausfiillang des Parapeptons und Metapeptons aus- 
scheidet.?) Zum Vergleich mit der Heteroalbumose wiihlte ich 
das Pepton (im iilteren Sinne des Worts), den von Meissner 
und Bittner als «c-Pepton», heute meist nach Kiithne s 


1) Muller's Archiv, 1836, S. S81 u. 133. 
Zeitschrift fir rvationelle Medicin, Dritte Rethe. Bd, 12. S. 61. 
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Vomenclatur als  Deuteroalbumose>  bezeichneten WKorper.!) 
Beide Kérper wurden aus Witte-Pepton gewonnen. 

Man muss annehmen, dass die Peptone oder Deutero- 
albumosen nicht ein chemisches Individuum darstellen, sondern 
dass sie aus einer Gruppe einander sehr ahnlicher WKorper 
hestehen, die zum Theil aus Hetero-, zum Theil aus Prot- 
albumose hervorgehen, und es ist bis jetzt nicht moglich gewesen, 
diese Gruppe in unzweifelhafte chemische Individuen autzutrennen. 
Trotzdem hat die Untersuchung der © Deuteroalbumose»> oder des 

Deuteroalbumosegemisches» ber dem heutigen Zustand unserer 
Kenntnisse ein bedeutendes Interesse, weil man hoffen darf, durch 
diese Untersuchungen einen Beitrag zu der noch strittigen Frage 
iiber die Entstehung der Verdauungsprodukte zu lefern. Leider 
war ich gezwungen, diese Untersuchungen abzubrechen, ehe ich 
die Analysen aut Tleteroalbumosen verschiedener Darstellung 
ind auf Protalbumose ausdelinen konnte. 

Ueber das Verhiiltniss der Heteroalbumose zu der Prot- 
albumose legen aus letzter Zeit folgende Angaben von Pick?) 
vor: 1. die Heteroalbumose enthilt 39°. des Gesammistick- 
stoffs basischer Form», wiihrend die) Protalbumose nur 
25% basischen Stickstoff> gibt. 2. Die Heteroalbumose ent- 
halt die aromatische Gruppe nur zum kletnsten Theil einer 
Form, die ber der Spaltung zur Tyrosin- oder Indigobildung 
lihrt», hingegen die Protalbumose «liefert sehr reichlich Tyrosin, 
resp. Indol und Skatol»>. 3. Die Heteroalbumose «liefert sehr 
reichlich Leucin und erhebliche Mengen Glycocoll>, hingegen 
die Protalbumose «gibt nur wenig Leucin und kein Glycocoll>. 

Die «Deuteroalbumose»> wurde aus Witte-Pepton nach 
Methode®) dargestellt. Nachdem die primiiren Albumosen 
als Kupferverbindungen entfernt waren, wurde die Deutero- 
albumose mit Ammoniumsulfat ausgesalzen, wieder in’ Wasser 
gelOst und die Fiillung durch Ammonsulfat wiederholt. Die 
Hauptmenge des Salzes wurde durch Dialyse entfernt. Zur 


1) Beziiglich der neueren Litteratur sei auf die Lehrbiicher von 
Hammarsten, Neumeister u. s. w. verwiesen. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. S. 219. 
Diese Zeitschrift, Bd. XXV. S. 152. 
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Herausschattung der Schwefelsiure und des Ammons erwiirmte 
ich die Fliissigkeit zunachst mit nicht tiberschiissigem Baryt aut 
dem Wasserbade, zuletzt fiigte ich in der Kiilte einen geringen 
Ueberschuss von Baryt hinzu und liess die Fliissigkeit im 
Vacuum tiber Schwefelsiiure eindunsten. 

Das erhaltene Praparat gab nur spurenweise Niederschlag 
mit Ferrocvankalium, enthielt 1,75°/9 Asche und nach Kjeldah| 
15,59 9 N, nach volumetrischer Bestimmung 15,99 5 N. 

rir die Darstellung der Heteroalbumose aus Witte- 
Pepton wandte ich die Austillung durch Dialyse an, indem 
ich zum Theil die concentrirte filtrirte L6sung von Witte- 
Pepton direkt in die Dialysirschliiuche einfiillte und den hierbei 
austallenden  Niederschlag durch Auswaschen mit Wasser 
reinigte, zum Theil auch in der Weise, dass eine concentrirte 
Losung von Witte-Pepton mit einer grossen Menge Wasser 
gemischt und der ausfallende Niederschlag auf Heteroalbumose 
verarbeitet wurde. Die) Hauptmenge gewann ich nach der 
foleenden Methode,!) die eine bessere Ausbeute lieferte: 

In cine 10% oige Losung von Witte-Pepton wurde 
Kochsalz bis zur Siitigung eingetragen. Der hierdurch erzeugte 
Niederschlag wurde in Wasser gel6st und in einen Dialysir- 
schlauch eimeefiillt. Nach #8 Stunden war die Heteroalbumose 
als flockige, halb schleimige Masse am Boden abgeschieden. 
Die klare, daritber stehende Fliissigkeit’ wurde abgegossen und 
die Heteroalbumose in eine grosse Menge destillirtes Wasser 
gebracht. Nach eimigen Stunden hatte sich die Heteroalbumose 
sowell abgesetzt, dass die Fliissigkeit abgetrennt werden konnte: 
der Bodensatz wurde jetzt auf ein Filter gebracht und sorg- 
fiailtig mit destillirtem Wasser ausgewaschen. 

Die so gewonnene Substanz hatte ein gelatindses Aus- 
sehen und war in’ Wasser ein wenig loslich, etwas mehr beim 
Krwiirmen. Ein) Theil wurde andauernd mit Wasser aus- 
gewaschen, doch selbst nach 12stiindigem Waschen gab das 
Filtrat Eiweissreactionen. Die Heteroalbumose ist in der That 


Vergl und Chittenden, Zeitschrift fiir Biologie, Bd. 20 
N. F. Bd. 2), S. 31 
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in Wasser etwas loslich und ich habe bisher bei keiner Be- 
handlungsweise ein in’ Wasser vollig unlosliches  Priiparat 
erhalten. Durch Erhitzen wird die Heteroalbumose schnell in 
die sogenannte Dysalbumose iibergefiihrt. 

Fir die Analyse wurden 38,38 ¢ Deuteroalbumose und 
23,2 ¢ Heteroalbumose angewandt. Die Spaltung wurde durch 
siedende, verdiinnte Schwelelsiiture bewirkt. 


Die Resultate ergeben sich aus folgenden Tabellen: 


Vertheilung des Stickstofis. 


Deuteroalbumose Heteroalbumose 
(resainmtmenge ...... LOO 100 
A. Basenstickstoff . . B14 | — 23.9 
Davon a) in Ammoniak . | | 44 
b) in Histidin. | 2.4 40 
c) in Arginin. . . . — | 448 10.9 
B. stickstoff nieht be- 
stimmter Form... 68.6 — 
Davon Huminstickstoff in den 
Barytniederschliigen . . | MA 
Gewichtsprocente. 
| 
Deuteroalbumose 1.5 | 6.9 0,98 
Heteroalbumose | 4.9 3.D 0.79 


Die Ausscheidung der Huminsubstanzen erfolgte bei der 
Heteroalbumose in compacten Massen, bei der Deuteroalbumose 
war dies nicht der Fall. 

Aus diesen Analysen folgt, dass in der Deuteroalbumose 
7,495 des gesammten Stickstoffs als Harnstoff und 16,0°%/o in 
Form der Diamidosiiuren durch Spaltung gewonnen werden, 
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withrend in der Heteroalbumose nur als Harnstoff und 
in den Diamidosiiuren erhalten worden sind. 

Diese Analysen ergeben, dass dem Unterschied in den 
Kigenschaften der Heteroalbumose- und der Deuteroalbumose- 
gruppe auch ein’ Unterschied der Zusammensetzung ent- 
spricht. Das untersuchte Priiparat von Heteroalbumose ent- 
hilt weniger Stickstoff in Form der Diamidosiiuren 
und des Harnstoffs als Deuteroalbumose, withrend 
der in die Huminstoffe tihergehende Stickstoffanthed] 
ein well grosserer und bei meiner Versuchsanordnung 
mehr als doppell so gross ist, wie bei der Deutero- 
tlbumose., Auch das relative Verhéltniss der Basen zu ein- 
ander ist em durchaus verschiedenes. Bemerkenswerth ist 
hesonders das Verhiiltniss des Histidins, dessen Menge in der 
wie in der Deutero- 
bumose, wihrend das Arginin und noch mehr das Lysin in 


Heteroalbumose betrichtlich grosser ist, 
der Deuteroalbumose iiberwiegt. 

Ks ist noch nicht angiingig, aus diesen Zahlen einen 
allgememen Schluss auf die Zusammensetzune der Hetero- 
wlbumose zu ziehen. Es ist sehr wahrscheinlich, dass ein 
nach Pick s Verfahren gewonnenes Priiparat von Heteroalbu- 
mose cine andere Zusammensetzung und einen hohern Gehalt 
aun Basenstickstoff besitzt als das meinige, andererseits wird 
main aber auch in Betracht ziehen miissen, dass entsprechend 
den Untersuchungen von Kutscher!) mindestens ein Theil 
des Huminstickstickstoffs bei den Arbeiten von Pick durch 
Phosphorwolframsiure niedergeschlagen worden ist und zu 
der Erhohung des Diaminostickstotls» beitrigt. Hier miissen 
weitere Untersuchungen eine <Aufklirung geben.  Jedenfalls 
wird durch meine Analysen gezeigt, dass die quantitative Be- 
stimmung der Hexonbasen bedeutende Unterschiede im Bau 
der peptonartigen Stoffe enthiillt. 

Zum Schluss spreche ich Herrn Professor A. Kossel 
fiir die freundliche Unterstiitzung bei diesen Arbeiten meinen 
herzlichen Dank ans. 


1) Diese Zeitschrift. Bd. XXXI. S. 215. 
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Chemische Untersuchungen tiber die Selbstgahrung der Hefe. *) 


Von 


Fr. Kutscher. 


Aus dem physiologischen Institut in Marburg.) 


Der Redaction zugegangen am 15. December 1900.) 


Kine sehr auffillige Erscheinung vollzieht sich an ge- 
waschener lebender Hefe, sobald man gréssere, feucht gehaltene 
Mengen derselben bei héherer Temperatur sich selbst tibertiisst. 
Sie entwickelt dann, auch bei Abwesenheit von Zucker, liingere 
Zeit reichlich Alkohol und Kohlensiiure. Diesen Process, bet 
dem die Hefe jene fliichtigen Spaltungsprodukte, die wir auch 
bei der Vergiihrung des Zuckers durch Hefe entstehen sehen, 
auf Kosten ihrer eigenen Leibessubstanz erzeugen muss, hat 
man als Selbstgihrung bezeichnet. 

Der Vorgang ist seit langer Zeit) bekannt von 
Théenard, Pasteur und anderen Forschern, namentlich aber 
von Béchamp und Schiittzenberger niiher studirl worden. 

Béchamp und Schiitzenberger erkannten bereits, dass 
sich die Selbstgihrung aus 2 getrennt vertaufenden Vorgangen 
zusammensetzen muss, da es bei der Selbstgithrung nicht bloss 
zur Bildung von Kohlensiure und Alkohol kommt. Denn sie 
heobachteten, wie sich mit dieser Erscheinung eine Rethe 
anderer chemischer Reactionen verbinden, durch die sich in 
der der Selbstgihrung tiberlassenen Hefe weit mehr in Wasser 
losliche, diffusible Substanzen bilden, wie frischer Hefe 
vorhanden sind, 


1) Dieser Arbeit ist der Preis der Kiilz-Althoff-Stiftung zu- 
ertheilt worden. 
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Als solche Jéslichen Substanzen wurde von Beéchamyp 
und Schiitzenberger ein dem Eiweiss nahestehender Korper, 
der die grosste Aebnlichkeit mit) dem Hemialbumin besass. 
das Schiitzenberger erhielt, wenn er verdiinnte, siedende 
Schwefelsiure auf Albumin cinwirken less, dargestellt. Weiter 
eewannen sie aus dem wiisserigen Extract, der der Selbst- 
gahrung tiberlassenen Hefe Tyrosin, Leucin, butalanin, ferner 
die Alloxurbasen, Carnin, Sarkin, Xanthin und Guanin. Alle 
diese Worper fasst Schiitzenberger als unmittelbare Derivate 
albuminoider Substanzen auf Die Erklirung, die Schiitzen- 
berger fiir das Auttreten der eben genannten Substanzen 
lasse ich wortlich folgen. Er schreibt) dariiber in den 
Gahrungserscheinungen Theil S. 266: «Ber der Alkohol- 
gahrung wurde der Erscheinungen gedacht, die man an einer 
dev Inanition fiberlassenen und feucht gehaltenen Hefe be- 
obachtet: sie diirfen nur als wirkliche Verdauung von Protein- 
substanzen gedacht werden.» Schiitzenberger fasst danach 
das Tyrosin, Leucin etc. als Verdaunngsprodukte der Protein- 
substanzen aul, 

Um das Vorstehende kurz und seharf auszudriicken, hebe 
ich hervor, dass wir auf Grund der Arbeiten Schiitzen- 
berger s dic Selbstgiihrung der Hefe als einen Vorgang aul- 
lassen kOnnen, bei dem erstens ein Abbau der Kohlehydrate, 
die den Leib der Hefe zusammensetzen, zu Kohlensiiure und 
Alkohol erfolgt. Zweitens greift aber die Hefe bei der Selbst- 
vihrung ihren Eiweissbestand an und = zersetzt das Albumin 
bis zur Bildung krystallinischer Produkte. Diese letzte Er- 
scheinung fasst Schiitzenberger als Selbstverdauung aul. 

Da ich selbst mich nur mit jenem Theil der Selbstgihrung 
befasst habe, der eine Zersetzung stickstoffhaltiger Korper- 
substanz zur Folge hat, so will ich im Nachfolgenden nur dic 
hierauf beziiglichen Verédffentlichungen auffiihren. 

Die Arbeiten Schiitzenberger s wurden durch, Kossel 
weiter fortgesetzt und wesentlich gefordert. Denn wir ver- 
danken Kossel die wichtige Erkliirung tiber die Herkunft der 
Sarkinbasen, welche Schiitzenberger als Derivate des 
Albumins auffasste. Kossel stellte diese irrige Annahme 
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Schiittzenberger’s richtig, indem er nachwies, dass dieselben 
aus dem in der Hefe reichlich vorhandenen Nuclein, das bei 
der Selbstgahrung sich zersetzt, hervorgehen. Ebenso erkannte 
er das Nuclein als diejenige Substanz, die durch ihren Zerfall 
die Phosphorsiiure lefert, welche man in den Extracten der 
der Selbstgihrung iiberlassenen Hefe in’ betriichtlicher Menge 
findet. 

Spiter sind von Salkowski die Versuche Schiitzen- 
berger s wieder aufgenommen worden. Salkowskt modi- 
ficirte die Methode, die Béchamp und Schiitzenberger 
benutzten, indem er an Stelle des Kreosotwassers, unter dem 
béchamp und Schiitzenberger die der Selbstgithrung iiber- 
lassene Hefe hiellten, Chloroformwasser benutzte.  Beziiglich 
der stickstoffhaltigen léslichen Produkte, die er in den Extracten 
der unter Chloroformwasser gehaltenen Hefe fand, kam er zu 
denselben Resultaten wie Schiitzenberger und Kossel, 
indem er das Leucin und Tyrosin als Verdauungsprodukte 
von Proteinsubstanzen auffasste, die Alloxurbasen hingegen 
aus den Nucleinen der Hefe hervorgehen liess. Die Zahl der 
bei der Selbstgithrung entstehenden lOslichen und von Schititzen- 
berger isolirten Substanzen ist durch Salkowski nicht ver- 
mehrt worden. 

Auf die Veréffentlichungen von Salkowski erfolgte lange 
keine Arbeit, die sich mit der Selbstgihrung der Hefe befasste. 
Erst in letzter Zeit wurden von Hahn die Beobachtungen 
Schiitzenberger’s und Kossel’s auch auf den Hefepresssatt, 
der nach Buchner s Verfahren aus der Hefe gewonnen war, 
iibertragen. Dabei beobachtete Hahn die gleichen Erscheinungen, 
wie Schiitzenberger und Kossel an der der Selbstgahrung 
liberlassenen Hefe. Das Eiweiss und die im Presssaft vor- 
handenen Nucleine werden sehr sehnell angegriffen und voll- 
kommen gespalten. Nach beendeter Zersetzung der genannten 
Kérper fand er im Presssaft in reichlicher Menge Leucin und 
Tvrosin, freie Phosphorsiiture und Nucleinbasen. 

Damit glaube ich die wichtigsten Arbeiten, die die bei 
der Selbstgihrung der Hefe erfolgende Spaltung ihrer Kiweiss- 
korper und Nucleine verfolgen, aufgefiihrt zu haben. 
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Ich wende mich nunmehr meiner eigenen Arbeit: zu, in 


deren Verlauf es mu gelang. eine Reihe wohl charakterisirter 
stickstoffhaltiger Substanzen zu isoliren, die man bisher noch; 
nicht ber der Selbstgihrung der Hefe beobachtet hat. Dieselber 
sind, wie ich spiiter zeigen werde, wohl geeignel, um Aul- 
schiuss fiber die Natur des Verdauungsvorganges zu geben, 
unter dessen Wirkung gleichzeitig die schon Schiutzenberger 
bekannten stickstoffhaltigen, wasserléslichen Substanzen bei 
der Selbstgiihrung sich bilden. 

Die Methode, deren ich mich bei meiner Arbeit bediente. 
vestaltete sich allmahlich folgendermassen : 

Moglichst frische brauereihefe wurde mit eiskullem Wasser 
eewuschen, bis dasselbe farblos ablief. Darauf wurde sie nach 
der Angabe KE. Fischer s unter Toluolwasser gebracht und 
bei ca. C. sich selbst iiberlassen. Zuniichst tritt eine 
lebhafte Giihrung und Gasentwickelung ein, die bel den ver- 
schiedenen Proben verschieden lange Zeit wéhren kann, in 
der Regel aber nach 24—48 Stunden vollig erloschen ist. 
Jetzt beginnt die Hefe sich zu sedimentiren und nach eimigen 
Tagen steht eme klare, deutlich sauer reagirende Fliissigkei! 
iiber einem diinnen Bodensatz der toten Hefezellen. Zuniichs! 
gibt die Fliissigkeit’ noch lebhafte Biuretreaction, doch ver- 
schwindel diese in ca. 8—t% Tagen vollkommen oder bis aut 
Spuren, Wihrend man die Fliissigkeit) ziemlich schnell frei 
von biuretgebender Substanz erhalt. ist dies bei dem Riickstand 
nicht der Fall. Er gibt die Biuretreaction weit linger, und 
wuch dann, wenn man ihn Ofter aufriihrt, gelingt es zuweilen 
nicht, einen Riickstand zu bekommen, der keine biuretreaction 
mehr zeigt. 

Ich habe derartige Proben nicht weiter verarbeitet, sondern 
nur solche benutzt, in denen sowohl Fliissigkeit wie Riickstand 
schnell von biurelgebender Substanz frei wurden, da ich hoffen 
konnte, in diesen Proben keine schmierigen Zwischenprodukte 
anzutretten, welche die Tsolirung der krystallinischen  Ver- 
dauungsprodukte hindern mussten. geniigend den 
einzelnen Verdauungsprodukten zu erhalten, ist es nothwendig, 
mindestens 3— 4 Liter frischer Hefe zu verarbeiten. 
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In meinem nachstehend geschilderten Hauptversuch: be- 
nutzte ich 3 Liter emer frischen, untergiihrigen Hete. Dieselbe 
bildete, als ich sie aus der Brauerei erhielt, eine Masse, die die 
Consistenz von diinnem Kleister besass. Sie liess sich leicht 
ohne grossen Verlust durch Decantation auswaschen. Nach dem 
Auswaschen less ich die Hefe sich absetzen und schwemmite 
sie mit 5 Liter Toluolwasser in ein verschliessbares Gefiiss, 
das bis zum Ablauf der Gasentwickelung nur leicht bedeckt 
im Brutschrank ber 38° C. stehen blieb. Darauf wurde es fest 
eeschlossen und die Hefe unter Ofterem Umschiitteln so lange 
sich selbst) tiberlassen, bis Fliissigkeit) und) Riickstand keine 
Diuretreaction mehr gaben.!) Danach liess ich in der Kiilte 
absetzen, heberte die klare Fliissigkeit vom Bodensatz ab. 
wusch denselben dreimal mit Toluolwasser durch Decantation 
aus. vereinigte die erste Flitssigkeit’ mit dem Waschwasser 
und fillte das Ganze mit Barytwasser. Vom Barvumphosphat 
wurde abfiltrirt. das) Filtrat durch Schwetelsiiure anniihernd 
vom iiberschtissigen Baryt befreit. Die Fliissigkeitl’ wurde jetzi 
init Essigsdure schwach angesiiuert und stark concentrirt. Ks 
schied sich zunachst Tyrosin in reichlicher Menge ab. Dieses 
wurde abgesaugt, mit moOglichst wenig Wasser ausgewaschen 
und das neue Filtrat mit wenig verdiinnter Salpetersiiure 
versetzt. Darauf wurde ihm so lange 20° Silbernitrat- 
iosung zugeftigt, als ein Niederschlag entstand. Von der sehr 
volumindsen Fiilung wurde nach 48 Stunden abfiltrirt. Ich 
will diese Fiillung als Fiéillung I, das Filtrat davon als Filtrat | 
bezeichnen. 

Fallung I. 

Die Fallung I musste die Alloxurbasen, welche bei der 
Selbstgihrung der Hefe aus den Nucleinen hervorgehen, ent- 
halten, und zwar in Form der schwer lislichen salpetersauren 
Suberverbindungen. dieselben in die salpetersiiuretreien 
Silberverbindungen der Alloxurbasen iiberzufiihren, schwemmte 
ich Fiillung | in’ iiberschiissigem Ammoniakwasser auf, fiigte 
demselben etwas ammoniakalische Silberl6sung zu und brachte 
das Ganze in einen verschliessbaren Kolben, in dem ich es 


') Dies war nach 14 Tagen erreicht. 
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unter Ofterem Umschiitteln 48 Stunden hielt. Nach dieser 
Zeit wurde filtrirt. Das Filtrat gab gegen) ammoniakalische 
Silberlosung keine Fallung. Der auf dem Filter verbleibende 
vickstand musste demnach die Alloxurbasen enthalten. Ich 
will zuniichst die Verarbeitung des die Alloxurbasen ent- 
haltenden WRiickstandes, danach die Behandlung der davon 
aubgesaugten Fliissigkeil angeben. 


Rickstand., 


Um aus dem Riickstand die Alloxurbasen zu isoliren, 
henutzte ich das in letzter Zeit von Kriiger und Salomon 
angegebene Verfahren. Die auf dem Filter verbleibenden 
Silberverbindungen wurden mit Salzsiure zersetzt, vom Chlor- 
silber wurde abfiltrirt, das Filtrat zur Trockne eingedamplft. 
Der Riickstand wurde in zwei Fractionen, die Xanthin- und 
Hypoxanthinfraction, geirennt. 

In der Nanthinfraction war nur eine geringe Menge 
schmieriger Substanz hinterblieben, und alle meine Versuche, 
dieselbe nach den Angaben von Kriiger und Salomon aul- 
zulosen, scheiterten. Ich erhielt aus derselben weder Nanthin, 
noch sonst eine Base der Nanthinfraction. 

Die Hypoxanthintraction dagegen liess auf Zusatz von 
Ammoniak einen reichlichen Niederschlag fallen, aus dem. sich 
reines salzsaures Guanin gewinnen liess, das auf Zusatz von 
NH, die freie Base lieferte. 

Analyse: 
0,127 der freien Base lieferten bei der Verbrennung 50.4 N. 
T= 11° C., Ba 748 mm. Hg. 
Berechnet Gefunden 
N = 46,40% 5 N = 46,60 ° 0. 

Das Filtrat von der Guaninfiillung wurde mit Pikrinsaure 
versetzt. Die entstehende reichliche Fallung wurde sofort abgesaugt 
und aus Wasser umkrystallisirt. Da sich die Verbindyng nicht 
wie das pikrinsaure Adenin in langen Nadeln, sondern kérnigen 
Krystallwarzen abschied, wurde sie nochmals siedendem 
Wasser gelist und mit Thierkohle behandelt. Jetzt fiel sie in 


any 
= 
| 
| 
| 
| 
E 
| 
( 
ni 
| 
| 
| we 
outs 
| 
| 
| 
di 
| 
| 
fo. 
| 
| 
| 
tag 


langen verfilzten Nadeln aus. Thre Analyse gab nachstehende 
Werthe. 
O1344 g der bei 120° C. bis zur Gewichtsconstanz getrockneten 
Substanz gaben bei [1° 36,6 cem. Stickstoff. 
Fiir C,H,N, NO, |,OH 
Berechnet (iefunden 
N = 30,77°/o N = 31,3. 

Die Mutterlaugen vom Adeninpikrat mussten den Rest 
der Alloxurbasen der Hypoxanthinfraction enthalten. Sie wurden 
vereinigt, mit Schwefelsiiure angesiiuert, von der tiberschiissigen 
Pikrinsaure durch Benzol befreit) und darauf mit Kupfersulfat 
und Natriumbisulfit gefiillt. Die Fillung war eine geringe. Sie 
wurde mit Schwefelwasserstoff zersetzt und eingeengt, bestand 
aber nur aus etwas Adenin, das der ersten Fiillung durch 
Pikrinsiiure entgangen war. Heteroxanthin ete. liess sich auch 
nicht in Spuren nachweisen. Die Ausbeute salzsaurem 
Guanin hatte O9 @, die an Adeninpikrat 1,40 ¢ betragen. Eine 
nicht betriichtliche Menge Adenin habe ich dann noch = in 
einer andern Fraction, als der eben beschriebenen, getunden. 
Dasselbe war jedenfalls begleitet von Spuren von Guanin. [ch 
werde an gelegener Stelle hierauf zuriickkommen. 

Ks hatten sich also in meinem Hauptversuch von den 
Alloxurbasen nur Guanin und Adenin isoliren lassen. Diese 
Verhiltnisse werden sich wahrscheinlich nicht immer gleich- 
missig finden, sondern einem starken Wechsel unterworfen 
<ein, je nachdem man die tiberlebenden Hefezellen oder die 
getodteten der Selbstgiithrung iiberliisst, ferner wird die Dauer 
der Selbstgihrung und die Temperatur, bei der sie verliuft, 
nicht ohne Einfluss auf die bei der Selbstgihrung sich bildenden 
und restirenden Alloxurkérper sein. 

Wir verdanken die ersten Versuche, welche uns uber 
diese Fragen aufkliiren, Viktor Lehmann, einem Schiler 
Kossel’s. Derselbe konnte an iiberlebender, der Selbstgiihrung 
liberlassener Hefe eine schnelle Abnahme der Alloxurkorper 
feststellen. Das Gleiche hat dann auch Salkowski an Hefe, 
die er unter Chloroformwasser hielt, und Hahn am Hefepress- 
saft nachweisen kénnen. Ob die Alloxurkérper schliesslich 
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vollkommen bet der Selbstgihrung vernichtet werden, dariiber 
liefern uns die Versuche von Lehmann, Salkowski— und 
Hahn keinen Aufschluss. Auch mein Versuch, in dem ich Hele 
so lange der Selbstgahrung iiberliess, bis die biuretgebende 
Substanz in ihr vollkommen zersetzt war, gibt keine endgiiltige 
Antwort auf die aufgeworfene Frage, da ich ebenfalls noch, 
Alloxurkérper nachweisen konnte. Allerdings scheint aus 
meinem Versuch hervorzugehen, dass die Basen der Xanthin- 
fraction wenigstens, bei der Selbstgiihrung der Hefe vollkommen 
zersetzt werden konnen. Im Uebrigen steht der Befund der von 
mir an der Hefe beziiglich des Verhaltens der Alloxurbasen 
gegen eine energische und lange fortgesetzte Selbstgiihrung 
erhoben worden ist, in guter Uebereinstimmung mit den Be- 
Obachtungen, die ich bet der Selbstverdauung des Pankreas 
machen konnte. Auch hierbet werden bekanntlich die Alloxur- 
basen frei und darauf wahrscheinlich zersetzt. Als Haupt- 
masse der restirenden Alloxurbasen fand ich, genau wie be 
meinem Versuche mit der Hefe, bet der Selbstverdauung des 
Pankreas Guanin und Adenin. 


Filtrat. 


Das stark ammoniakalische Filtrat von dem Riickstand. 
der mir das Adenin und Guanin geliefert’ hatte, stumpfte ich 
mit Salpetersiiture bis zur schwach ammoniakalischen Reaction 
ab. Es entstand dabei ein reichlicher Niederschlag. Derselbe 
wurde abgesaugt, mit) Wasser gewaschen, darauf in Wasser 
fein vertheilt und mit) Schwetelwasserstoff zersetzt. Vom 
Schwetelsilber wurde abfiltrirt, das Filtrat bei miissiger Tem- 
peratur auf ca. 500 com. gebracht, mit Schwefelsiiure stark 
angesiiuert und mit Phosphorwolframsiiure gefiillt. Der reich- 
liche Niederschlag wurde abfiltrirt, verdiinnter Schwefe!- 
siture ausgewaschen und mit Baryt zersetzt. Das Filtrat vom 
phosphorwolframsauren Baryt) wurde zuniichst) durch Kohlen- 
siure von dem iiberschiissigen Baryt befreit, eingeengt und dic 
letzten’ Mengen des Baryts, der sich durch Kohlensiiure nich! 
ganz hatte abscheiden lassen, durch Schwefelsiiture heraus- 
geschatlt. Die barytfreie Fliissigkeit wurde zum diinnen Syrup 
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eingeengt. Nach einiger Zeit schied) sich aus demselben eine 
zu Drusen vereinigte, in kleinen Nadeln_ krystallisirende Sub- 
stanz ab. Dieselbe fiel, nachdem sie einmal aus Wasser um- 
krystallisirt war, nicht mehr mit Silbernitrat bei saurer Reaction, 
auch bei neutraler Reaction des Loésungsmittels wurde sie 
durch Silbernitrat nicht niedergeschlagen. Sie musste also nur 
in die Fraction der Alloxurbasen mitgerissen worden sein. 
Ammoniakalische Silberldsung dagegen erzeugte mit ihr eine 
reichliche Fiillung, die sehr leicht in Salpetersiiure und iiber- 
schiissigem Ammoniak loslich war. Behandelte man ein wenig 
von dem Korper verdiinnter siedender Salpetersiiure, so 
lieferte er jetzt auch bei stark saurer Reaction der Fliissigkeit 
mit Silbernitrat eine reichliche, amorphe Fiillung, die sich in 
siedender Salpetersdure lOste und nach dem Erkalten in feinen 
Nadeln ausfiel. Der Korper reagirte gegen Lakmus neutral 
und gab bei der Analyse nachstehende Werthe: 


O1176 & der bei 130° C. getrockneten Substanz gaben bei der 
Verbrennung 26.0 cem. Stickstoff. T 11.5° C., Bar. 745 mm. Es ent- 
spricht das 25,849 N. 

O1472 ¢ gaben bet der Verbrennung 0,0336 ¢ Wasser und 


0,233 2 Kohlensiure. Daraus berechnen sich H und 43.18% C. 
0.1412 ¢ gaben bei der Verbrennung 0.0327 ¢ Wasser und 0,223 ¢ 


Kohlensiiure. Daraus berechnen sich 2,60°/o H und 43,089 €. 


Berechne ich aus den gefundenen Werthen den einfach- 
sten Formelausdruck, so wiirde dem analysirten Kérper die 
Formel C.H,N,O, zukommen. 


Fir C,H,N,O, 


Berechnet Gefunden 

| 
= 43,24% 43,18 43,08% 
H= 27 % 2,55 
N = 25,23 % 25,84 Yo 


Das Filtrat der Phosphorwolframfillung, die mir den eben 
geschilderten Korper geliefert hatte, wurde von mir ebenfalls 
untersucht, doch kam ich nach Entfernung der iiberschiissigen 
Phosphorwolframsiiure nur zu einem Syrup, der sich nicht 
Weiter zugiinglich erwies. 
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Filtrat I. 

Ich wende mich nunmehr dem Filtrat | wieder zu, d. h, 
der Fliissigkeit, die man erhilt, wenn man nach Abscheidung 
des Tyrosins die Verdauungsfliissigkeit der Hefe zur Gewinnung 
der Alloxurbasen bei schwach  salpetersaurer Reaction mit 
Silbernitrat fallt und die Fiillung abfiltrirt. Diesem fiigte ich 
noch soviel einer 20°%/oigen SilbernitratlOsung zu, bis eine 
Probe gegen Barytwasser nicht nur weisse organische Silber- 
verbindungen, sondern gleichzeitig braunes Silberoxvd fallen 
liess. Nunmehr gab ich vorsichtig gesiittigte kalte Barytlosung 
so lange zu, bis eine von dem reichlich entstehenden Nieder- 
schlag klar filtrirte Probe mit ammoniakalischer Silberlosung 
nur mehr eine schwache Triibung erzeugte. Die starke Fiillung, 
die sich auf diese Weise erzielen liess, wurde abfiltrirt. Ich 
will diese Fiillung als Fiillung I und das Filtrat davon als 
Filtrat bezeichnen. 

In Fiillung IH miissen, wenn man in der Weise, wie eben 
angegeben ist, verfaihrt, alle diejenigen loslichen Substanzen, 
bis auf geringe Reste, hineingehen, welche sich auch durch 
ammoniakalische Silberldsung niederschlagen lassen wirden. 
Doch gewiihrt das von mir benutzte Verfahren den Vortheil, 
dass das Filtrat von der Fiallung I] ammoniakfrei bleibt. Um 
das in Fillung Il steckende Gemenge verschiedener Korper 
aufzutheilen, verfuhr ich folgendermassen : 

Fallung II. 

Fiillung Il wurde gut ausgewaschen, darauf in Wasser 
vertheilt und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Vom Schwetel- 
silber wurde abfiltrirt, das neue Filtrat bei miissiger Temperatur 
auf ca. 5OO com. gebracht, mit Schwefelsiiure stark angesiuert 
und mit Phosphorwolframsiiure gefillt. 


Phosphorwolframfallung. 


Die Phosphorwolframverbindungen werden durch Baryt 
zersetzt und nach Abscheidung des iiberschiissigen Baryts durch 
Kohlensiiure die freien Basen durch ammoniakalische Silber- 
losung vorsichtig ausgefillt. Die Silberverbindungen wurden 
mit HCl zersetzt und bei geringer Temperatur die erhaltenen 
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Fliissigkeiten zum diinnen Syrup eingeengt. Sehr kry- 
stallisirt meist gleich nach dem Erkalten in kleinen Drusen eine 
Substanz, die von mir zuerst als salzsaures Histidin ange- 
sprochen wurde und die ich bei allen meinen Verdauungs- 
versuchen erhalten habe. Die Ausbeute war eine schwankende, 
stets aber geringe, so dass ich zur Analyse die in meinen 
friiheren Versuchen erhaltenen Mengen der im Hauptversuch 
gewonnenen Substanz zufiigen musste. Trotzdem verfiigte ich 
schliesslich nur tiber ca. 0.59 @ Substanz. Ich versuchte zu- 
niichst dieselbe durch eine Chlorbestimmung identificiren. 
Zu diesem Zwecke léste ich 01542 Substanz, die bei 110°C. 
nichts an Gewicht verloren hatte, in Wasser, fiigte Salpeter- 
siiure zu und gab Silbernitrat bei. Der reichlich entstandene 
Niederschlag war gallertig, wie man ihn von Alloxurbasen er- 
hilt, und nicht lichtempfindlich. Eine kleine Probe erwies sich 
in iiberschiissigem Ammoniak unloslich, l6slich dagegen in 
siedender Salpetersiiure, aus der er beim Erkalten in Nadeln 
wieder ausfiel. Danach lag eine Alloxurbase vor, die mit in 
die Fiillung I] gerathen war. Um festzustellen, welche derselben 
es sel, krystallisirte ich die amorphe Silberverbindung, die ich 
aus den 0,154 ¢ erhalten, aus siedender Salpetersiiure, der ich 
ein wenig Harnstoff beigefiigt hatte, um. Die Silberverbindung 
wurde abfiltrirt, im Vacuum getrocknet und das Silber bestimmt. 


0.1524 gaben 0,061 Silber d. h. 40,03 0. 


Die gefundene hohe Silberzahl sprach dafiir, dass die 
Silberverbindung des Adenins vorlag, welche bekanntlich ein 
Gemenge von C,H,N..AgNO, und C.H.N,.2AgNO, ist. Davon 
wiirde C,H,N, . AgNO; =35,41°/o Ag, C,H,N, 2AgNO, = 45,479/o 
Ag verlangen. 

Um endgiiltig festzustellen, welche Alloxurbase hier vor- 
lag, fiihrte ich den Rest der mir verbliebenen salzsauren Ver- 
bindung durch Ammoniak in die freie Base iiber. 


Davon gaben 0.1196 g bei der Verbrennung 51,0 ccm. Stickstoff 


ber T = 10° C., Bar. 750 mm. 
Fir C,H,N, 
Berechnet Gefunden 
N = 51,89 °/o N = 50,60 %o. 
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Trotzdem der von mir gefundene Stickstoffwerth merk- 
lich hinter dem berechneten zuriickblieb, glaube ich doch, die 
von mir analysirte Verbindung als Adenin ansprechen zu 
diirfen, das mit einer anderen stickstoffiirmeren Alluxarbase 
(wahrscheinlich Guanin) verunreinigt war. Dass in Wirklich- 
keit Guanin oder Xanthin der von mir analysirten Base bei- 
gemengt war, zeigte sich, als ich mit ihr die Weidel’sche 
Reaction anstellte. Sie gab dabei eine deutliche Roth- 
fiirbung. 

Die Mutterlauge von der eben geschilderten Substanz 
erwies sich lange Zeit sehr spréde und wollte von krystalli- 
nischen Koérpern nichts hergeben, bis ich schhesslich den 
schmierigen Syrup, den sie bildete, mit concentrirter Salzsdure 
aufnahm und tiber Schwefelsiture langsam eimdunsten  liess. 
Bei dieser Behandlung verwandelte sie sich in eine. feste, 
aus grossen gliinzenden Krystallen zusammengesetzte Masse. 
Die letzten Schmieren lessen sich durch etwas concentrirte 
Salzsiiure, in der die Krystalle nur wenig lOslich waren, von 
denselben abspiilen. Die Krystalle wurden darauf mit abso- 
lutem Alkohol gewaschen und im Vacuum getrocknet. Eine 
Chlorbestimmung derselben gab nachstehendes Resultat: 

0.1542 ¢ gaben 0,193 ¢ AgCl. 

Fiir C,H,N,O, - 2 HCl 
Berechnet Gefunden 
C = 31,14% C = 31,0%. 

Nach dieser Analyse lag das Histidindichlorid vor. 

Um ganz sicher die Verbindung als eine Histidinverbin- 
dung zu erweisen, fiihrte ich einen Theil derselben wieder in 
die Silberverbindung tber. Dieselbe wurde im Vacuum zur 
Gewichtsconstanz gebracht und eine Silber- und Stickstoff- 
bestimmung in ihr vorgenommen. 

Es gaben 01236 ¢g an Silber 0,0686. 

O119 siittigten, nach Kjeldahl behandelt. 9,1 ccm. N.-Oxal. 

Fiir C,H,Ag,N,O, 


Berechnet Gefunden 
Ag = 55,81 % Ag = 55,50°/0 
N = 10,85 %Jo N = 10,72 °/o. 


Die Ausbeute an Histidindichlorid betrug ca. 0.8 g. 
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Das Filtrat der Phosphorwolframfillung. 


Das Filtrat der Phosphorwoitramfiillung wurde durch 
Baryt von der tberschiissigen Phosphorwolframsaure und 
durch Schwetelsiure genau vom Baryt befreit. Danach wurde 
zum Syrup eingeengt. Derselbe reagirte stark sauer und 
erstarrte in meinem Hauptversuch zu einem weichen Krystall- 
brei. Um denselben in seine einzelnen Bestandtheile zu zer- 
legen, nahm ich ihn von Neuem mit Wasser auf und tiber- 
-iittigte ihn siedend heiss mit Zinkoxvd. Ich habe an anderer 
Stelle nachgewiesen, dass es leicht gelingt, durch das Zinksalz 
Asparaginsiiure und Glutaminsiiure, die ich in dem vorliegenden 
Kalle unter den in die Silberfiillung eingegangenen ver- 
muthete, zu trennen, denn die Glutaminsiiure bildet in 
Wasser sehr schwer losliches, gut krystallisirendes Salz, 
wiihrend das asparaginsaure Zink leicht l6slich nicht 
krvstallisirbar ist. Um also aus dem Séuregemenge die Glu- 
tauminsiure zuniichst abzuscheiden, fiigte ich demselben Zink- 
oxvd im Ueberschuss zu. Nach #8 Stunden wurde filtrirt, 
der auf dem Filter verbliebene Riickstand, der neben dem 
ungelésten Zink auch das glutaminsaure Zink enthalten musste, 
wurde in Essigsiure gelést und mit Schwefelwasserstolf zer- 
setzt. Es liess sich aber schliesslich nur eine geringe Menge 
stark gefiirbter Schmiere gewinnen. Aus derselben vermochte 
ich auf keine Weise Glutaminsiiure darzustellen. Auch schon in 
zwei Vorversuchen, in denen ich die Trennung von Asparagin- 
und Glutaminsiiure noch nach dem unvollkommeneren Verfahren 
von Ritthausen versucht hatte, war es mir nicht gegliickt, 
Glutaminsiure unter den Produkten der Selbstgiihrung der Hefe 
aufzufinden. Doch médchte ich mich noch nicht endgiiltig da- 
lin iiussern, dass Glutaminsiiure bei der Selbstgiéhrung der 
llefe nicht entsteht, wenn es mir auch nach meinem letzten 
Versuch wahrscheinlich ist. 

Das mit Zink gesiittigte Gemenge der Saéuren wurde 
hunmehr zuniichst durch Schwefelwasserstoff vom Zink befreit 
ind darauf mit kohlensaurem Kupfer in der Siedehitze gesattigt. 
Nach geniigender Concentration schied sich in Masse das 
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charakteristische schwer lOsliche Kupfersalz der Asparagin- 
siure ab. Es wurden gewonnen 6,2 ¢ lufttrockenes Kupfersalz. 
Die Mutterlauge des asparaginsiiuren Kupfers war nach der 
vollkommenen Abscheidung des asparaginsauren Kupfers nicht 
mehr blau, sondern griin gefiirbt. Sie lieferte nach der Ent- 
kupferung einen stark sauren Syrup, der keine Neigung zur 
Krystallisation zeigte. 
Filtrat II. 

Filtrat I} wurde nach Zugabe von etwas Silbernitrat- 
losung mit Baryt gesiittigt. Der entstehende Niederschlag, 
Fillung IH, wurde abfiltrirt, mit Barytwasser gewaschen, 
darauf in Wasser aufgeschwemmt und nach Zufiigung von 
etwas Schwefelsiure mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Vom 
Schwefelsilber wurde abfiltrirt, das Filtrat wurde von der 
Schwetfelsiiure durch Baryt befreit, danach mit Salpetersiiure 
genau neutralisirt’ und zum diinnen Syrup eingeengt. Der- 
selbe krystallisirte bis auf den letzten Tropfen. Die Krystal- 
lisation bestand aus neutralem rechtsdrehendem Argininnitrat. 

Analyse. 

0.29% ¢ der im Vacuum getrockneten Substanz gaben bei der 
Verbrennung 72.0 cem. N bet 13° C. und 742 mm. Ba. Als Sperrfliissig- 
keit diente 25% Kalilauge. 

HNO, + HO 
Berechnet Gefunden 
N = 28,45 % N = 28,31 %. 

Aus 3 Liter Hefe liess sich ca. 12 g reines Arginin- 
nitrat gewinnen. 

Filtrat III. 

Das Filtrat von Fiillung HI wurde in der Kilte durch 
Zugabe von Schwefelsiiure vom Baryt und durch Salzsaure 
vom Silber befreit. Darauf wurde es mit Schwefelséure stark 
angesiiuert und mit Phosphorwolframsiiure gefillt. “Die sehr 
reichliche Fiillung wurde abgesaugt, mit 5°/oiger Schwefel- 
siiure sorgfiiltig gewaschen und mit Baryt zersetzt. Von den 
unléslichen Barytverbindungen wurde abfiltrirt, Filtrat 
durch Kohlensiiure vom iiberschiissigen Baryt befreit, zum 
diinnen Syrup eingeengt, und derselbe nach den Angaben 
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Kossel’s mit Pikrinsiiure behandelt. Das abgeschiedene P1- 
krat war, wie die Analyse ergab, Lysinpikrat. Die Ausbeute 
war eine sehr reichliche. Sie betrug fiir 3 Liter Hete 
ca. 14 ¢ reines Lysinpikrat. 


Analyse. 

Ks gaben 0.223 ¢ der tiber Schwefelsiiure bis zur Gewichts- 
constanz getrockneten Substanz bei der Verbrennung 0,089 g Wasser 
und 0.313 g Kohlensaure. 

Nes 
Fir C,H,,N,0, - C,H,N,O; 


Berechnet Gefunden 
H = 4,53 H = 4,47°'o 
Cc = 38,40 = 


In 2 getrennten Versuchen iiberzeugte ich mich weiter 
von der Bildung von Ammoniak wiihrend der Selbstgaihrung, 
indem ich einen Theil der klar filtrirten Fliissigkeit, in der 
sich die Selbstgiihrung vollzogen hatte, mit Baryt resp. Magnesia 
destillirte. In beiden Fiillen wurde Ammoniak iibergetrieben, 
doch ist die Destillation mit Baryt vorzuziehen, da einer Bildung 
von phosphorsaurer Ammoniakmagnesia vorgebeugt wird. 

Ks hatten sich also neben den bisher bekannten  stick- 
stoffhaltigen Substanzen, die bei der Selbstgiihrung der Hele 
sich bilden, den Sarkinbasen, dem Leucin, dem Tyrosin, noch 
Ammoniak, Histidin, Arginin, Lysin, Asparaginsiiure und eine 
Substanz der Formel C,H,N,O, nachweisen lassen. Zu den 
gleichen Resultaten kam ich, wenn ich die Fliissigkeit, in der 
die Selbstgithrung stattfand, durch Zugabe von Natriumearbonat 
schwach alkalisch hielt. 

Von den aufgeziihlten Spaltungsprodukten, die bei der 
Selbstgihrung durch Verdauung der Proteinsubstanzen  ent- 
stehen, ist aber besonders das Auftreten der Hexonbasen charak- 
teristisch fiir die Wirkungsweise eines Enzyms, das bei der 
Selbstgiihrung der Hefe thitig sein muss, niimlich fiir das Trypsin. 

Dass ein proteolytisches Enzym in der Hefe vorhanden 
ist, ergaben schon die Versuche von Béchamp und Schiitzen- 
berger, in denen dieselben die Hefe mit Kreosotwasser dige- 
rirten, also die Hefe abtédteten, dabei aber eine reichliche 
Spaltung der in der Hefe befindlichen Eiweisskérper erhielten. 
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Kin gleiches Resultat erzielte Salkowski, wenn er die durch 
Chloroformwasser getédtete Hefe sich selbst tiberliess. Damit 
war zur Geniige das Vorhandensein eines — proteolytischen 
Knzyms in der Hefe dargethan. Nur die Frage nach der 
Natur desselben blieb noch offen, dieselbe konnte von den 
bisherigen Untersuchern nicht festgestellt werden, weil die- 
selben charakteristische Spaltungsprodukte, die das Enzym 
aus dem Eiweiss erzeugte, nicht in Hiinden hatten. Erst mir 
ist es, Dank der von Kossel ausgearbeiteten Methoden, ge- 
lungen, solche in den Hexonbasen darzustellen. 

Ich will jedoch, bevor ich den Schluss ziehe, dass in 
der Hefe ein dem Trypsin der Warmbliiter analoges oder sehr 
ithnliches Enzym vorhanden ist, etwas niiher auf die Natur 
und Wirkungsweise des proteolytischen Enzyms des Pankreas, 
das wir Trypsin nennen, eingehen. Rasch und leicht wiirde 
es uns moglich sein, ein Enzym als Trypsin identificiren, 
wenn wir tiber Methoden verfiigten, die gestatteten, das 
Trypsin absoluter Reinheit zu isoliren. Dann wirde uns 
die Elementaranalvse die weitere Identificirung ohne Mihe 
gestatten. Ueber die Methoden, die man zur Reindarstellung 
des Trypsins ausgearbeitet hat, und die Korper, welche man 
mit ihrer Hiilfe als Trypsin isolirt hat, kann ich hier wohl 
hinweggehen, sie haben Produkte, die einer strengen wissen- 
schaftlichen Priifung standhalten wiirden, nicht geliefert. 

Wir sind daher nach wie vor darauf angewiesen, zur 
Identificirung des Trypsins auf seine Wirkungsweise zurtick- 
zugreifen. Nun haben unsere Ansichten tiber die Wirkungs- 
weise des Trypsins recht tiefgehende Wandlungen  erfahren. 
Corvisart und Claude Bernard, die ersten, die die Wir- 
kungsweise des Trypsins niher studirten, ertheilten demselben 
kaum eine andere Rolle als dem proteolytischen Enzym des 
Magensaftes, dem Pepsin. Nach thnen wurden durch das 
Trypsin die unléslichen Eiweisskorper der Nahrung verfliissigt 
und in diffusible Form gebracht, damit endete fiir sie die 
Wirkung des Trypsins auf das Elweiss. 

Durch Kiihne wurden unsere Kenntnisse iiber das 
Trypsin wesentlich erweitert. Wir erfuhren durch ihn, dass 
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durch das Trypsin die Spaltung der Eiweisskorper viel weiter 
ceht, als Corvisart und Claude Bernard annahmen. Denn 
in einwandfreien, die Fiiulniss ausschliessenden Versuchen be- 
wies er, wie die Eiweisskérper unter der Einwirkung des 
Trvypsins bis zur Bildung von Leucin und Tyrosin gespalten 
werden. Den grossen, nicht krvstallisirbaren Rest, der nach 
der Abscheidung des Leucins und Tyrosins von den der 
Trypsinverdauung unterworfenen EiweisskOrpern verblieb, 
fasste Ktihne als eine peptonartige Substanz auf, die aus 
einer besonders widerstandsfiihigen Gruppe des Kiweissmole- 
kiils der Antigruppe hervorgehen sollte. Kiihne nannte des- 
wegen jene Substanz Antipepton. Mit den Entdeckungen 
Kiihne’s waren charakteristische Spaltungsprodukte des Tryp- 
sins bekannt geworden und man bezeichnete damals mit Recht 
ein Enzym, unter dessen Einwirkung sich Leucin, Tyrosin und 
Antipepton aus den Eiweisskorpern abspalteten, als ein tryp- 
lisches. In letzter Zeit habe ich jedoch zeigen koOnnen, dass 
die Wirkungsweise des Trypsins eine andere ist, als sie Ktihne 
aungenommen hat. Denn die Voraussetzung von einer gegen 
Trypsin widerstandsfiihigen Gruppe im Eiweissmolekiil erwies 
sich als irrig und das Antipepton liess sich in verschiedene 
krvstallisirbare Substanzen auflosen. 

Quantitative Versuche ergaben, dass bei der tryptischen 
Verdauung die gleichen Spaltungsprodukte in der Menge aus 
dem Eiweiss hervorgehen, wie bei der Spaltung der Eiweiss- 
korper durch siedende starke Schwefelsiure. Unseren er- 
weiterten Kenntnissen tiber die Wirkungsweise des Trypsins 
iniissen wir zur Zeit bei der Identificirung eines Enzyms 
Rechnung tragen. Wir kénnen uns daher nicht mehr be- 
gniigen, Leucin und Tyrosin zu isoliren, um ein Enzym_ als 
tryptisches zu charakterisiren, sondern wir miissen auch wohl 
oder tibel die tibrigen Spaltungsprodukte, die erkennen lassen, 
dass die Spaltung der Eiweisskérper durch das untersuchte 
knzym wie unter dem Einfluss siedender starker Schwefel- 
sauure erfolgt, darstellen. 

Nehmen wir diese schiirfere Forderung zum Maassstab 
lir die Identificirung des Trvpsins, dann schrumpft das Ver- 
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breitungsgebiel des Trypsins wesentlich zusammen. So miissen 
wir z. B. den Bakterien, denen man bisher hiufig das Ver- 
mogen, tryptisches Enzym zu produciren, zugesprochen_ hat, 
dieses absprechen. Wohl erzeugen die Bakterien Enzyme, die das 
Kiweiss unter Bildung von Leucin, Tyrosin, Ammoniak zu spalten 
vermogen, aber daneben treten dann meist Indol und Skatol auf, 
Korper, welche als besonders charakteristische Spaltungsprodukte 
wus dem Eiweiss, unter Einwirkung von schmelzendem Kali, 
gleichzeitig mit Ammoniak, Leucin und Tyrosin hervorgehen. 

Danach scheint bei den Bakterien ein proteolytisches 
Knzvin weit verbreitel zu sein, das das Eiweiss nach Art des 


schmelzenden Kalis zersetzt. Das Trypsin dagegen wirkt aul 


das Eiweiss wie eine starke siedende Siéure ein. Unter den 


Charakteristischen tryptischen Verdauungsprodukten tritt: daher 


niemals Indol und Skatol, sondern die Hexonbasen, weiter 
Asparaginsiiure und Glutaminsiiure auf, und bis es nicht ge- 
lungen ist, die letztgenannten Spaltungsprodukte neben Am- 
monmak, Leucin, Tyrosin als Abbauprodukte des Eiweisses 
durch Bakterienenzyme nachzuweisen, mtissen wir das Vor- 
handensein tryptischer Bakterienenzyme als mindestens zweifel- 
hatt betrachten. 

Ks fragt sich nun, ob im Gegensatz zu den Bakterien- 
enzymen das proteolytische Enzym der Hefe das Gleiche leistet. 
wie das thierische Trypsin. Diese Frage miissen wir unbe- 
dingt mit ja beantworten. Denn hier wie dort sehen wir 
unter der Wirkung des Enzyms das Eiweiss schnell zerfallen 
und eine Reihe Produkte liefern, wie sie aus dem Eiweiss 
bei Behandlung mit starker siedender Schwefelsiiure hervor- 
gehen: so lange uns also nur die Wirkungsweise der beiden 
Enzyme zur Tdentificirung bleibt, so lange miissen wir das 
proteolytische Enzym der Hefe als ein Trypsin betrachten, das 
dem thierischen ausserordentlich nahe_ steht. 

Die physiologische Bedeutung der vorstehenden Beobach- 
tungen, die erweisen, dass die einfache, frei lebende, pflanzliche 
Zelle ein proteolytisches Enzym bildet, welches dem Trypsin 
der Warmbliiter identisch oder ausserordentlich nahe verwandt 
ist, ist) klar. 
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Aber auch klinisch scheinen mir die erhaltenen Resultate 
ciniges Interesse zu verdienen, denn sie geben die Moglichkeit, 
bei Erkrankungen des Pankreas, welche eine Stérung in der 
Absonderung des tryptischen Enzyms bedingen, das Trypsin zu er- 
-etzen, inden man den Kranken Hefe oder Hefepresssatt reicht. 

Des Weiteren habe ich untersucht, ob unter normalen 
Verhiltnissen, wie sie beim Brauprocess herrschen, an der 
Hefe Vorgiinge, die zu einem Abbau stickstoffhaltiger Korper- 
bestandtheile bis zu den vorher genannten  krystallinischen 
Substanzen fiihren, sich beobachten lassen. 

Es war mir nun schon aufgefallen, dass ich in den 
Extracten, die ich aus der frischen, wohl geniihrten Hefe 
durch Auskochen mit Wasser gewann, in den meisten Fillen 
nur KoOrper vom Charakter der Propeptone und Peptone nach- 
weisen konnte, wihrend ich hoéchst selten) Tyrosin, Leuein, 
sowie die Hexonbasen in minimalen Mengen erhielt. Diese 
Versuche liessen bereits vermuthen, dass das Hefetrypsin in 
der gut geniihrten Hefe anders wirken miisse wie in der Hunger- 
hefe. Die Untersuchung des Bieres, in das ja ebenso wie Alkohol 
und Kohlensiiure auch die aus der Korpersubstanz der Hefe 
~tammenden Abbauprodukte hineingehen miissen, bestitigten die 
aun der gut geniihrten Hefe gewonnen Resultate vollkommen. 
Denn es gelang mir in keinem Fall (ich untersuchte Lagerbier 
ciner hiesigen Brauerei), im Bier die so charakteristischen stick- 
~toffhaltigen Abbauprodukte der Hungerhefe nachzuweisen. 

Wie erkliiren sich nun diese Befunde? Man konnte an- 
nehmen, dass in der gut geniihrten Hefe das Hefetrypsin nur 
wls Zymogen, im Hungerzustande aber die wirksame Form 
erzeugt wiirde, das die Kérpersubstanz der Hefe anzugreifen 
vermag. Dagegen sprechen jedoch die Beobachtungen, die 
man sonst an hungernden Organismen machen kann. Wir sehen 
bei ihnen im Gegentheil die Absonderung der proteolytischen 
Lnzyme, mogen dieselben als Zymogen oder als wirksames 
abgesondert werden, zuriickgehen oder ganz aufhoren. 

Mir scheint daher eine andere Voraussetzung, die Dilfe- 
renzen, welche man zwischen den Extractivstoffen der Hunger- 
hefe und der gut geniihrten Hefe bemerkt, sowie das Fehlen 
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von Tvrosin, Leucin etc. im Biere, ungezwungener zu erkliiren. 
Danach wiire anzunehmen, dass sowohl die gut genihrte Hef. 
wie die Hungerhefe das freie Enzym erzeugen. Bei der unter 
giinstigen Bedingungen befindlichen Hefe wirkt das) Enzyimn 
jedoch auf die in das Innere der Zelle diffundirten, von den 
proteolytischen) Enzymen des Malzes bereits vorbereiteten 
stickstoffhaltigen Nihrstoffe und veriindert dieselben so weit, 
dass sie die Hefe zum Aufbau ihrer Leibessubstanz verwerthen 
kann. Das Enzym wirkt hier also, um mich kurz auszu- 
driicken, als construirendes Enzym. Bei der Hungerhete da- 
gegen, bei der todte  stickstoffhaltige Niihrstoffe nicht vor- 
handen sind, greift das schliesslich auch die lebende 
Zellsubstanz an und zerstort dieselbe, es wirkt also bei Hunger- 
hefe als destruirendes Enzym. 
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Eine Bemerkung zu der Abhandlung Kossel’s und Kutscher’s 
iiber die Eiweisskorper. 
Von 


Ivar Bang. 


(Der Redaction zugeganeen am 27. December 1900.) 


In einer Abhandlung: «Beitriige zur Kenntniss der Eiweiss- 
korper» haben Kossel und Kutsceher auch die Histone 
besprochen., 

Hier hat Kossel sich und seinem Schiiler Mathews die 
Entdeckung der zwei wichtigen Histonreactionen: Fillbarkeit 
her neutraler oder schwach alkalischer Reaction der Histone 
durch die Alkaloidreagentien und Fiillbarkeit der Eiweiss- 
kOrper durch die Histone zugeschrieben, wiihrend nach meiner 
Ansicht ich?) zum ersten Male diese Reactionen fiir die 
Histone aufgestellt habe. 

Weder Kossel noch Mathews haben niimlich diese 
teactionen fiir die Histone nachgewiesen. Kossel verweist 
gwar auf die Abhandlung dieser Zeitschrift Bd. XXV, S. 168. 
Hier steht aber nichts iiber die Histone. Man findet nur, dass 
die Clupeinsalze von den Alkaloidreagentien niedergeschlagen 
werden und weiter, dass Clupein Eiweiss. fillt. Und Clupein 
ist doch kein Histon. Mathews hat gefunden, *) dass das 
Arbacin vonden neutralen Alkaloidreagentien niedergeschlagen 
wird und weiter, dass es Eiweiss fiillt. Das Arbacin gab weiter 
die Biuretreaction und Millon’s Reaction und wurde yon 
Ammoniak allerdings unvoilstiindig niedergeschlagen. Das Ar- 
hacin, sagt weiter Mathews, besitzt demnach alle die fiillen- 
den Kigenschaften*) des Protamins (d. h. also die zwei 
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ersten Reactionen |B}; und zugleich die Reactionen des Histons 
d. h. die Ammoniakreaction, Millon’s Reaction [B}]). 

Mathews sagt also nicht, dass das Histon die zwei 
neuen Reactionen gibt, im Gegentheil hat er ausdriicklicher 
vorgehoben, dass diese Reactionen Protaminreactionen sind 
und nicht dem Histon gehorten. 

Wenn man diese Thatsachen mit den folgenden Aeusser- 
ungen Kossel’s und Kutscher’s zusammenhiilt: « spiéter hat 
Bang diese Reactionen bei den Histonen noch einmal?) 
hervorgehoben (also nachdem Kossel und Mathews [wie 
oben herausgestellt!| dies gefunden haben sollen), wird die 
Argumentation dieser Herren fiir einen jeden einleuchtend.*) 
lech brauche dieselbe deshalb nicht niher charakterisiren. 

Uebrigens werde ich zufiigen, dass die Ammoniakreaction, 
welche Kossel als «charakteristisches Merkmal» des 
Histons anfiihrt, ziemlich werthlos ist, wie ich in derselben 
Abhandlung bewiesen habe. Ist Herr Professor Kossel nicht 
damit zufrieden, muss er seine Auffassung erst beweisen. 


1) Von muir cursivirt. 

2) In der letzten Ausgabe der Harnanalyse hat Huppert zwar 
Kossel die Enddeckung der zwei neuen Histonreactionen zugeschrieben. 
Dieser Irrthum Huppert’s beweist jedoch nichts. Ich kann auch darauf 
verweisen, dass z. B. Cohnheim in seiner Monographie der Eiweiss- 
kirper mir die neuen Histonreactionen zuschreibt, ebenso wie er meiner 
Auffassung des ganzen Histonbegriffes folgt. 
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Antwort auf die vorhergehende ,,Bemerkung des Herrn Bang. 
Von 
A. Kossel. 

Im 25. Bande dieser Zeitschrift (S. 168) habe ich mit- 
getheilt, dass die von mir als basische einfache Eiweisskorper 
charakterisirten Protamine mit denjenigen Fiillungsmitteln, 
welche andere Eiweisskorper nur in sauren Losungen_ fiillen, 
schon in neutralen Losungen eimen Niederschlag geben. Es 
diirfte wohl fiir jeden Chemiker selbstverstiindlich sein, dass 
diese Eigenthiimlichkeit durch den basischen Charakter des 
Molekiils bedingt ist. 

Herr Bang nimmt nun in der vorhergehenden «© Bemer- 
kung» den Ruhm fiir sich in Anspruch, mir bei der Ueber- 
tragung meiner Reaction von den einfacheren  basischen 
Kiweissstoffen, den Protaminen, auf die complicirteren basischen 
Kiweissstoffe, die Histone, zuvorgekommen zu sein. Ich kann 
dem Herrn Bang aber dieses Verdienst nicht zugestehen, da 
Herr Mathews in meinem Laboratorium dieselbe Reaction 
auch bereits auf ein Histon, niimlich das Arbacin, angewandt 
und dies verdffentlicht hatte, ehe die Arbeit des Herrn Bang 
tiber das Histon erschien.!) Ebenso hat Mathews hervor- 
gehoben, dass dies Histon eiweissfiillende Eigenschaften besitzt. 
An dieser Thatsache iindert auch die Deutung, die Herr Bang 
den Worten des Herrn Mathews zu geben sucht, gar nichts. 
Vollig aus der Luft gegriffen ist die Behauptung des Herrn Bang, 
Herr Mathews habe ausdriicklich hervorgehoben, dass diese 
Reactionen nicht dem Histon zugehéren. 

Herr Bang hiilt es ferner fiir angemessen, zu behaupten, 
dass die von mir angegebene Ammoniakreaction des Histons « ziem- 
lich werthlos» sei. Der «Werth» einer Reaction zeigt sich darin, 
dass sie mit Erfolg angewandt werden kann. Ich habe mit Hiilfe 
der Ammoniakreaction das Histon tiberhaupt aufgefunden und 
die Histongruppe als eine eigenartige Eiweissgruppe erkannt. 


1) Diese. Zeitschrift, Bd. XXII S. 402. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXII. 6 


| 
BG 
ae 
vac 
: 
—-- fee 


Ueber die Bestimmung des Harnindicans als Indigoroth mittelst 
isatinsalzsaure. 
Von 
Jac. Bouma. 


(Aus dem physiologischen Laboraterium der Universitat in Utrecht.) 


(‘Der Redaction zugegangen am 22. December 1900.) 


Wie ich friiher auseinandergesetzt habe,!) glaube ich 
annehmen zu diirfen, dass bei der Oxydation des Indoxyls im 
Harn mittelst Ferrichloridsalzsiiure, neben dem Indigoblau, in 
wechselnder Menge auch Indigoroth und Indigobraun gebildet 
wird: demzufolge ist man verpflichtet, bei der Harnindican- 
bestimmung mittelst Obermaver’s Reagens die drei Formen 
des Indigos siimmtlich in betracht zu nehmen. 

Beim Suchen nach einem Mittel, um alles Indoxyl des 
Harns in eine einzelne Form von Indigo umzusetzen, wurde mir 
der Weg gezeigt durch eine Bemerkung von Prof. Beyerink, 
welcher eine Losung von [satin in Salzsiiure angewendet hat, 
um Indican in Pflanzenzellen nachzuweisen, und dabei be- 
merkte, dass auch das Indoxyl des Harns viel besser mittels! 
Isatin als Indigoroth als in der Form von Indigoblau nach- 
vewlesen werden kann. 2) 

Wirklich wird beim Kochen frischen Harns mit Salz- 
siure und Isatin alles Indoxyl des Harns in Indigoroth um- 
gewandelt. 

Diese Reaction hat zwei Vortheile: erstens wird nur ein 
Farbstolf gebildet, wiaihrend bei der Bildung von Indigo durch 


1) Diese Zeitschrift Bd. XXX., S. 117. 
2) Versl Kon. Akad. v. Wetensch., Amsterdam, 31. Marz 1900, 
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Oxydation von Indoxyl die Farbe des in Chloroform l6slichen 
Stoffes in verschiedenen Fiillen sehr wechselnd ist’ (einmal 
mehr blau, dann wieder mehr roth, bisweilen auch, zufolge 
der Anwesenheit von viel Indigobraun, nicht leicht mit einem 
Namen zu bezeichnen); zweitens ist das Quantum des ge- 
bildeten Indigo doppelt so gross als bei der Oxydation des 
Indoxyls. Im ersten Falle liefert jedes Molekiil Indoxyl, indem 
es sich mit einem Molekiil Isatin, unter Austritt von einem 
Molekiil Wasser, verbindet, ein Molekiil Indigo, wihrend bei 
den Methoden von Jaffé und von Obermayer fiir die Bildung 


jedes Molekiils Indigo zwei Molekiile Indoxyl néthig sind. Dem- 


zufolge wird die Empfindlichkeit der Reaction durch Behand- 
lung des Harns mit Isatin verdoppelt. 

Ich habe nun diese Reaction benutzt, um den Gehalt 
des Harns an Indican zu bestimmen. 

In erster Reihe musste untersucht werden, wie stark die 
Losung von Isatin in Salzsiiure sein muss, um das Reagens 
praktisch verwendbar zu machen. Man muss dabei mit fol- 
genden Factoren rechnen: erstens muss alles Indoxyl in 
Indigo umgebildet werden; es muss also gentigend Isatin in 
der LOsung vorhanden sein; zweitens muss man nicht zuviel 
Isatin gebrauchen, da der Ueberschuss, der nicht an Indoxyl 
gebunden worden ist, aus dem Chloroformresiduum  mittelst 
Wasser extrahirt werden muss. Nach den zahlreichen Be- 
stimmungen von Harnindican, welche von mir gemacht wurden, 
fand ich, dass eine Losung von 20mg. Isatin in 1 Liter con- 
centrirter Salzsiure ein passendes HReagens ist. Fur die 
Indicanbestimmung von sehr reichhaltigen Harnen thut man 
besser, das Filtrat des mit Bleiessig gefiillten Harns mit Wasser 
zu verdiinnen, wodurch obendrein verhiitet wird, dass Indigo- 
roth sich krystallinisch im Scheidetrichter absetzt. 

Den ungefiihren Gehalt an Indican des Harns kann man 
vorher mittelst Isatinsalzsiiure colorimetrisch bestimmen. Man 
kocht dazu gleiche Volumina Harn und Reagens und _ schiittelt 
danach aus mit Chloroform. Beim Gebrauch von 5 ecm. Harn 
mit 5 com. Reagens und 2 cem. Chloroform fiirbt sich letzteres 
bei indicanarmem Harn leicht rosaroth, bei leichter Indican- 
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urie schon purpurroth und bei indicanreichem Harn intensiy 
dunkel weinroth. Im letzteren Falle ist Verdiinnung des Fil- 
trats mit Wasser geboten. Dieses Verfahren eignet sich sehr 
gut zur klinischen Bestimmung des Harnindicans: auf diese 
klinisch-colorimetrische Methode komme ich unten  ausfiihr- 
licher zurtick. 

Die titrimetrische Bestimmung des Harnindicans wird 
folgender Weise vorgenommen. Der Harn wird mit Bleiessig 
(1 Volumen auf 10 Volumen Harn) geféllt, das klare Filtrat 
mit gleichen Volumen Isatinsalzsiiure versetzt und eine 
Viertelstunde auf dem kochenden Wasserbade erhitzt: das 
Gemisch fiirbt sich dabei gewoOhnlich dunkelroth. Nach dieser 
Bearbeitung wird die Flussigkeit abgekiihlt und in dem Scheide- 
trichter mit Chloroform ausgeschiittelt. Man liisst das 
Chloroformextract einige Minuten ruhig stehen, damit sich dic 
Tréopfchen mechanisch mitgefiihrten Harns an der Schaale 
absetzen: danach wird die Losung vorsichtig abgegossen, das 
Chloroform verdunstet und der Riickstand zwei Stunden bei 
110° C. getrocknet. Nach dieser Behandlung muss der Riick- 
stand vom tiberfliissigen Isatin befreit werden, denn das in der 
SalzsiiurelOsung befindliche [satin wird nicht ganz verbraucht: 
der Ueberschuss geht in) das Chloroformextract tiber und 
bleibt nach Verdunsten des Chloroforms im Residuum zuriick. 
Da nun das [satin beim Erhitzen des Riickstandes auf (10° C. 
nicht verfliichtigt, muss man den Chloroformriickstand mit 
heissem Wasser, worin das ITsatin leicht loslich ist, ausziehen, 
bis die abgegossene Fliissigkeit nicht mehr reducirt. Diese 
Entfernung des Isatins ist nothwendig, da dasselbe als Isatin- 
schwetelsiiure ber der Titration, zugleich mit der Indigo- 
schwetelsiiure, Chamiileon verbraucht. 

Nach den erwiihnten Reinigungen wird das_ trockene 
Residuum mit Schwefelsiure versetzt und als Indigorothdisulfo- 
siiure mit Chamiileon. titrirt. 

Beztiglich der Titration des Indigoroths muss be- 
merken, dass, wiihrend bei der ‘Titration des Indigoblaus als 
Disulfosiiure eine Verdiinnung von mindestens auf 2O000 
geboten ist, man bei der Titration des Indigoroths diesen Ver- 
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diinnungsgrad nicht tiberschreiten darf, da man sonst zu viel 
Chamiileon verbraucht. Die Titrirfliissigkeiten miissen ganz 
klar sein: bei leichter Triibung ist der Farbenwechsel undeut- 
lich. Ist also eine Filtrirung nothwendig, dann misst man 
vorher die ganze Menge der wiisserigen Indigodisulfosiiure- 
lOsung und filtrirt durch ein trockenes Filtrum, wonach man 
einen abgemessenen Theil des Filtrats  titrirt. Hierbei ist 
jedoch eine Fehlerquelle zu erwiihnen. Das zuerst durch- 
velaufene Filtrat) enthiilt) einen geringeren Procentgehalt an 
Indigo als die ganze L6sung: nicht nur siittigt sich das trockene 
Filtrum mit der Losung, es wird zugleich auch Indigo der 
Losung entzogen und im Filtrum festgelegt. Es ist) daher 
nothwendig, dass man ein kleines Filtrum benutzt und die 
zuerst durchgelaufenen 20—30 cem. Filtrat unbenutzt lisst. 

Bisweilen kommt es vor, dass sich gegen Ende der 
Titration iiusserst fein vertheiltes Mangandioxyd in der Fliissig- 
keit abscheidet, wodurch St6rung von zweierlei Art entsteht. 
Erstens wird der Sauerstoff des Kaliumpermanganats nicht in 
gentigendem Maasse fiir die Oxydation des Indigos verbraucht : 
zweitens bekommt die Fliissigkeit eine braune Niiance, wodurch 
die genaue Bestimmung des Augenblicks, in welchem alles 
Indigoroth verschwunden ist, behindert wird. Dieser Uebelstand 
ist zu beseitigen, wenn man dann und wann wihrend der 
Titration ein wenig starke Schwefelsiiure zu der Fliissigkett 
hinzufiigt. 

Selbstverstiindlich bekommt man auf diese Weise ein 
Quantum Indigo, doppelt so gross als dasjenige, welches das 
oxydirte Harnindoxyl geliefert haben witirde, denn die eine 
Halfte des Indigomolekiils wird vom Harnindican und die andere 
Hialfte vom Isatin geliefert. 

Falls nun die Bestimmung des Harnindicans nach Wang 
(d. h. die Titrirung des reinen Indigoblaus nach Waschung 
des Chloroformriickstandes mit Aetheralkoholwasser, wobei 
die rothbraunen Farbstoffe als Verunreinigungen aufgefasst 
und entfernt werden) die richtige Methode ist, dann muss der 
Ertrag an Indigoblau gleich der Hilfte des Ertrags an Indigo- 
roth sein. Sind dagegen die von mir isolirten und als Indigo- 
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modificationen aufgefassten braunen und rothen Farbstoffe 
wirklich Indigo, dann muss der Ertrag der gesammten Farb- 
stoffe gleich der Hiilfte des mittelst Isatinsalzsiure erhaltenen 
Indigoroths sein. Zur Beantwortung dieser Frage habe ich 
vergleichende Bestimmungen gemacht von gleichen Mengen 
desselben Filtrats von mit Bleiessig gefiilltem Harne, nach den 
folgenden drei verschiedenen Methoden behandelt: 

a) Nach der urspriinglichen Methode Wang-Obermayver 
mit Ferrichloridsalzsiiure, Oxydation wiihrend einer Stunde 
bei Zimmertemperatur und Erhitzen des Chloroformresiduums 
auf 110° withrend zweier Stunden. 

b) Nach der Methode Wang mit Waschung des Chloro- 
formresiduums mit Aetheralkoholwasser. 

¢) Nach der oben erwiihnten Methode mit Isatinsalzsiiure. 

Die erhaltenen Farbstoffe wurden mit derselben Chamileon- 
ldsung titrirt: ftir jede Bestimmung wurden 440 ccm. Filtrat 
entsprechend 400 cem. Harn verarbeitet. 

Die Ergebnisse von 8 Versuchsreihen sind folgende: 


I, 
a) 3.56 mg Indigofarbstoffe, 
b) 1.15 » Indigoblau, 
c) 7,76 »  Indigoroth. 


Il. 


a) 4,90 mg Indigofarbstoffe, 
b) 2.55 » Indigoblau, 
c) 10,38 »  Indigoroth. 


ll. 
a) 3.19 mg Indigofarbstoffe, 
b) 1,53 »* Indigoblau, 
¢) 7.01 » Indigoroth. 

IV. 
a) 3,45 mg Indigofarbstoffe, 
b) 1,39.» Indigoblau, 
8,00 » Indigoroth. 

¥. 
a) 3.50 ing Indigofarbstoffe, 
b) 1,47 » Indigoblau, 
7.80 » Indigoroth. 
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Vi. 
a) 3,27 mg Indigofarbstoffe, 
1.86 Indigoblau, 
Indigoroth. 
VIL. 
a) 3.94 mg Indigofarbstoffe, 
1.92 » Indigoblau, 
¢) 8.72 » Indigoroth. 
VIL. 
a) 2.25 mg Indigofarbstoffe, 
b) 1.66 » Indigoblau, 
b) 519 » Indigoroth. 

Aus all diesen Versuchen geht hervor, dass der Ertrag 
an Indigoblau in keinem festen Verhiiltniss zum = Ertrag an 
Indigoroth steht und viel weniger als die Hiilfte betriigt.  In- 
dessen bleibt der Ertrag der gesammten Indigofarbstoffe etwas 
unter der Hialfte des Ertrags an Indigoroth, wahrend letzterer 
gerade das Doppelte von ersterem sein miisste. 

beim Untersuchen der Ursache dieser Thatsache kommt 
in erster Reihe die Frage in Betracht, ob das Produkt, womit 
wir zu thun haben, reines Indigoroth ist oder nicht. 

Zur Beantwortung dieser Frage habe ich die reducirende 
Kraft von Harnindigoroth verglichen mit der von Indigoroth 
von Bayer und von Indigoroth, das ich durch Sublimation im 
Vacuum daraus erhalten habe. In zweiter Reihe habe ich zu 
diesem Zwecke neben dem Harnindigoroth synthetisches Indigo- 
roth von der Badischen Anilin- und Sodafabrik und sublimirtes 
Indigoroth von Bayer gewahlt. Selbstverstandlich wurden 
jedesmal die drei beisammen gehorigen Bestimmungen mit 
derselben Chamiéleonlésung gemacht. 


3,2 mg sub]. Indigoroth verbr. 18,8 cem. Cham. 
15.6 » Indigoroth Bayer verbr. 57,4 ccm. Cham. (8,2: 15.6 = 18,8 : 56,4), 
18.5 » Harnindigoroth > 645 » » (5,2:18.5— 188: 669). 
Bei diesem Versuche hat also das Indigoroth von Bayer 
etwas mehr und das Harnindigoroth etwas weniger Chamiileon 
verbraucht als das sublimirte Indigoroth. 
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II. 
3,4 my synth. Indigoroth verbr. 24,5 ccm. Cham. 
6.0 » subl. Indigoroth Bayer verbr. 26,8 ccm. Cham. (5,4: 6 == 24.5 : 27,2). 
13.1 Harnindigoroth >» 56,7 » » 

Aus dieser zweiten Versuchsreihe geht hervor, dass das 
synthetische Indigoroth am meisten Chamiileon verbraucht hat: 
danach folgen sublimirtes Indigoroth von Bayer und Harn- 
indigoroth. 

Obige Zahlen zeigen unzweideutig, dass wir das mittelst 
Isatinsalzsiiure aus Harn auf erwihntem Wege erhaltene 
Indigoroth als ein ziemlich reines Produkt anerkennen miissen. 
In zweiter Reihe kommt die Frage in Betracht, ob sich im 
mit Bleiessig gefillten Harne reducirende Bestandtheile 
betinden, welche Isatin zu Indigo umbilden kénnen. Solche 
Stoffe sind Glucose, Isomaltose, Kreatinin,’ unter Umstiinden 
auch Lactose und Pentose. Was die Zuckerarten anbetrifit, 
so sind diese bei saurer Reaction nicht im Stande, [satin zu 
reduciren und ebensowenig das Kreatinin; von der Richtigkeit 
dieser Annahmen habe ich mich tiberzeugt. 

Dass der Harn des Menschen ausser den Stoffen, welche 
sich zufolge den Fiiulnissprocessen im Darme darin_ befinden, 
keine Bestandtheile enthilt, welche bei der Behandlung mit 
Isatinsalzsiiure roth gefiirbte, in Chloroform lésliche Stoffe 
entstehen lassen, ergibt sich aus der Untersuchung des Harnes 
von Neugeborenen, wozu Herr Professor Kouwer so freundlich 
war, mir die Gelegenheit zu bieten. In Uebereinstimmung mit 
demjenigen, was Senator schon vor vielen Jahren dariber 
mitgetheilt hat,!) fand ich in dem ersten Urinquantum, welches 
nach der Geburt entleert wurde, keine Spur von Indoxyl. Das 
Chloroform, womit der Harn nach Kochen mit Isatinsalzsiiure 
geschiittelt, wurde, nahm Isatin auf und farbte sich demzufolge 
etwas gelblich: jedoch von einer rothen Niiance zeigte es 
nicht die allergeringste Spur. Beim Fehlen von Indoxyl ent- 
hielt also der Harn keinen anderen Stoff, welcher mit [satin 
Indigoroth bilden konnte. Einmal erhielt ich schon aus Harn, 


1) Zeitschr, f. physiol. Chemie, Bd. IV, 3. 3. 
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welcher am zweiten Tage nach der Geburt entleert war, ein 
wohl! sehr schwach, aber doch deutlich roth gefirbtes Chloro- 
formextract. Die Menge des Indoxyls war aber so gering, dass 
dieselbe mit dem Reagens von Obermayer nicht nachgewiesen 
werden konnte. 

Die Thatsache, dass der Ertrag an Indigoroth etwas 
erOsser ist als das Doppelte der gesammten Indigofarbstofie 
bei der Behandlung mit Ferrichloridsalzsiiure, muss daher wahr- 
scheinlich erklirt werden durch eine vollstiindigere Umbildung 
des Harnindoxyls in Indigo bei der Behandlung mit  [satin- 
salzsiiure. 

Bevor ich die Besprechung der titrimetrischen Bestimmung 
des Harnindigoroths beende. muss ich noch lFolgendes be- 
merken: 

Ks wird jeder, der sich Indigobestimmungen  be- 
schittigt hat, erfahren haben, dass Bestimmungen von Indigo 
mittelst Titration mit Chamiileon, welche auf Oxalsiiure gestellt 
ist, nicht immer den theoretischen Verhiiltnissen entsprechen. 
Diese Thatsache muss schon Mohr nicht entgangen sein, da 
er diesbeziiglich anfiihrt:!) «Um eine solche Bestimmung auf 
absolutes Maass zuriickzufiihren, hat man die Beziehung der 
Chamiileonl6sung auf reines Indigotin festzustellen.» Vielleicht 
ist es zweckmiissig, hier auch zu erwahnen, was die Badische 
Anilin- und Sodafabrik in dieser Beziehung anfiihrt:*)  «Ver- 
suche haben indessen gezeigt, dass diese berechnungen, wenn 
sie auch theoretisch vollkommen richtig sind, den thatsichlichen 
Verhiiltnissen nicht immer entsprechen und Irrthiimer ver- 
ursachen kénnen. Die Oxydation verliiuft augenscheinlich 
nicht unter allen Umstiinden quantitativ nach der angefiihrten 
Gleichung. Es ist das einzig Richtige, die Beziehung auf 
Oxalsiiure ganz fallen zu lassen und das Chamiileon auf 
chemisch reines Indigo einzustellen, das Indigo also mit sich 
selber zu messen. » 

Durch diese Mittheilungen und durch eigene Erfahrung 


1) Lehrb. d. chem.-anal. titr. Meth. 1886, 5. 800. 
2) Ueber Indigorein. B. A. u. 5. 1899, 5. 15 u. 16. 
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veranlasst, habe ich bei Bestimmungen der absoluten Menge 
des Indigo meine ChamileonlOsungen auf das chemisch reine 
svnthetische Produkt der Badischen Anilin- und Sodatabrik 
gestellt. 

Alle Arten von Indigoroth, welche ich aus verschiedenen 
Bezugsquellen erhielt, enthalten mehr oder weniger andere 
Indigomodificationen. So konnte ich aus dem Indigoroth von 
Bayer, nach Lésung in Chloroform und Verdunsten desselben, 
das reine Roth mittelst Aether von dem Residuum abspiilen; 
der Belag zeigte jetzt die Farbe des Indigobrauns, welches sich 
in Alkohol léste, wonach etwas Indigoblau auf der Schaale 
zuriickblieb, Auch das synthetische Indigoroth von der Badischen 
Anilin- und Sodafabrik enthiilt etwas Blau, sodass ich mir das 
reine synthelische Roth verschaffte durch Abspiilen des Chloro- 
formriickstandes Aether. 

Ich muss jetzt noch zuriickkommen auf die colorimetrische 
Bestimmung des Harnindicans als Indigoroth ftir die klinische 
Untersuchung. Eine klinische Bestimmungsmethode muss, um 
praktisch verwendbar zu sein, einfach, bequem = und_ schnell 
ausftihrbar sein, bei méglichst grosser Genauigkeit. Zu diesem 
Zwecke habe ich einen Indicanurometer zusammengestellt, 
welcher aus 11 in einer Reihe geordneten Reagensrodhrchen 
von gleichem Durchmesser und gleicher Wanddicke besteht. 
Sechs dieser Rohrchen enthalten eine Losung von aus Harn 
hereitetem Indigoroth in Chloroform von verschiedener Stirke, 
welche der Reihe nach iibereinstimmt mit einem Gehalt des 
Harns an Indigo von 5, 10, 15, 20, 30, 40 mg per Liter. 

Diese Rohrchen sind auf folgende Weise angefertigt: 

Indigoroth, nach oben erwahnter Methode so rein wie 
moglich aus Harn bereitet, wurde in Chloroform gelést. Von 
einem Theil dieser Losung wurde das Chloroform verdunstet 
und der Gehalt an Indigo bestimmt mittelst) Titration mit 
Chamiileon, welche auf reines synthetisches Indigoroth gestellt 
war. Vom anderen Theil der L6sung des Indigoroths wurden 
durch geeignete Verdiinnung Fliissigkeiten bereitet, welche 
der Reihe nach 10, 20, 30, 40, 60 und 80 mg Indigo enthielten 
auf 1 Liter Chloroform. Diese Fliissigkeiten wurden als 


\ 
| 
( 

J 
( 
‘ 
j 

Re 

| 

ig 

Fg) 


— 91 — 


Standardlésungen gebraucht, mit deren Hilfe aufcolorimetrischem 
Wege eine beliebige Anzahl Rohrchen mit Indigoroth in 
Chloroform von bekannter Stiirke angefertigt werden konnten. 
Diese Réhrchen wurden danach zugeschmolzen und konnten 
jetzt. gebraucht werden, um durch Vergleichung der Farbe die 
Quantitat Indigo zu bestimmen in Chloroform, womit der zu 
untersuchende Harn, nach dem kochen mit  Isatinsalzsiure 
ausgeschittelt war. 

Im Apparat ist zwischen je zwei Standardrohrchen Raum 
offen gelassen fiir das Hinstellen eines Proberdhrchens, um 
die Farbenvergleichung zu erleichtern. 

Wenn nun bei jedem Versuch das Volumen des Chloro- 
lorms, worin das Indigoroth gelést wird, gleich gross genommen 
wird, wie das Volumen des fiir den Versuch gebrauchten Harns, 
<9 kann sofort aus der Intensitiit der Farbe des Chloroforms 
der Gehalt des Harns an Indican bestimmt werden, wobet 
jedoch zu bemerken ist, dass das vom Indoxyl herriihrende 
Indigo die Hiilfte betriigt des im Chloroform aufgenommenen 
Quantums. Ein Chloroformextract von gleicher Farbenintensitat 
ils ein Standardrohrchen, welches Chloroform enthiilt, mit 
10 mg Indigoroth per Liter bedeutet also, dass der untersuchte 
Harn soviel Indican enthiilt, als 5 mg Indigo entspricht. Ein 
<olcher Harn hefert ja doch mit Isatin 10 mg Indigo. 

Zur Erleichterung der Untersuchung ist auf dem Standard- 
rohrchen nicht der wirkliche Gehalt an Indigo, sondern die 
Hiilfte davon angegeben. Man liest also auf dem Standard- 
rOhrchen, welches mit dem untersuchten am meisten in Farbe 
iibereinstimmt, unmittelbar die Quantitét Indigo ab, welche 
dem Quantum Indican in 1 Liter des untersuchten Harns 
entspricht, 

Die Bestimmung wird nun aul folgende Weise ausge- 
liihrt. Ein gewisses Quantum des zu untersuchenden Harns 
(z. B. 20 cem.) wird mit !/10 seines Volumens an Bleiessig 
gefallt und durch ein trockenes Filtrum filtrirt. Vom klaren 
Filtrat giesst man 5'/2 cem. (entsprechend 5 cem. Harn) in 
ein Proberéhrehen und fiigt eine Losung von 20 mg_ [satin 
auf 1 Liter starke Salzsiiture hinzu. Wenn der Harn nicht 
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mehr Indoxyl enthalt, als mit 20 mg Indigo tibereinstimmt,. 
ist ein Quantum von 5 ccm. Reagens ausreichend. Da jedoch 
ein Uebermass von Salzsiiure und von Isatin hier nicht schadet, 
ist es besser, zur Vermeidung der Gefahr, dass ein grésserer 
Indoxylgehalt sich der Beobachtung entzieht, zu 51/2 ccm, 
Filtrat 10 cem. Isatinsalzsiture zu fiigen. Wenn das Quantum 
des erhaltenen Indigos ausserordentlich gross ist, kann man 
immer noch den Versuch mit dem Filtrat, nach Verdiinnung 
mit einer gemessenen Quantitiit Wasser, wiederholen. Man 
erhitzt nun die Mischung von Filtrat und Reagens bis zur 
siedehitze und kocht noch einige Secunden, wonach man das 
Rohrchen abkiihlt und den Inhalt tiichtig ausschiittelt mit 
5) com. Chloroform. Das gebildete Indigoroth wird vom Chloro- 
form aufgenommen und es ist, wenn man das ProberOdhrchen 
in die Reihe der Standardréhrchen hinstellt, nicht schwer zu 
bestimmen, mit welchem davon es in Farbenintensitiit am 
meisten tbereinstimmt. 

EKinige Male habe ich die auf diese Weise gemachte 
colorimetrische Bestimmung kontrollirt durch Titration des 
aus 300 oder 400 ccm. desselben Harns bereiteten Indigoroth. 

Die Ergebnisse waren: 


Colorimetrisch: Titrimetrisch: 
I, Zwischen 5 und 10 mg 7,6 mg 
30 » 40 » 33,0 » 
Ill. Etwas tiber 30 mg 32,5 >» 


Auf den Proberdhrchen sind im Interesse der Zeitersparniss 
Theilstriche angebracht bei 51/2, 1514/2 und 2014/2 cem., tiber- 
einstimmend mit den nacheinander anzuwendenden F'liissigkeits- 
mengen, Liisst man das Filtrat des mit Bleiessig gefiillten 
Harns sofort in ein Proberdhrchen laufen und fiihrt man dic 
weitere Behandlung so, wie ich erwahnt habe, aus, dann nimm! 
diese Bestimmung nur einige Minuten in Anspruch. Das Fallen 
des Harns mit Bleiessig, welches von so grosser Wichtigkei! 
ist bei der titrimetrischen Bestimmung fiir die Entfernung von 
stOrenden und reducirenden Stoffen, ist auch fiir diese colori- 
metrische Methode sehr zu empfehlen, da man hierdurch dic 
Bildung eines Magmas beim Ausschiitteln mit Chloroform ver- 
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hiittet und das klare Chloroformextract sofort colorimetrisch 
beurtheilen kann. 

Verdiinnung des Filtrats mit Wasser ist bei sehr starker 
Indicanurie zu empfehlen, um zu verhiiten, dass sich krystal- 
linisches Indigoroth absetzt, das nicht leicht in das Chloroform 
iibergeht. 

Fiir die Bereitung meiner Isatinsalzsiiureldsung habe ich 
lsatin von Merck benutzt: die Salzsiiure muss chemiseh rein 
sein, da bei geringer Verunreinigung mit Eisen die rothe 
Reaction sich mit der Reaction von Stokvis mischt und das 
Chloroform eine violette Farbe annimmt. 

Das Isatinsalzsiurereagens muss jeden Monat frisch be- 
reitet werden. 

Endlich muss ich noch darauf aufmerksam machen, dass 
Harn, der nicht frisch ist, bei der Behandlung mit Isatinsalz- 
siiure neben Indigoroth etwas Blau liefern kann. Dasselbe 
habe ich bei dem frisch entleerten Harn eines Patienten, der 
un Cystitis litt, beobachtet. In diesem Falle reagirte der Harn 
in Folge der Wirkung von Bacterien alkalisch. 

Es ist nothig, zum Erhalten der richtigen Farbe, die 
Standardrohrchen im Dunkeln aufzubewahren. 
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Ueber den Nachweis von Cystin und Cystein unter den 
Spaltungsprodukten der Eiweisskorper. 


Von 


Gustay Embden, 
zweitem Assistenten am physiologischen Institut der Universitit Ziirich 


(Aus dein physiologisch-chemischen Institut zu Strassburg. Neue Folge Ny. 43). 


(Der Redaction zugegangen am 25. December 1900. 
P 


Dass Cystin als Spaltungsprodukt von Eiweisskérpern 
aufiritt, war schon durch iiltere gelegentliche Befunde yon 
Rh. Kulz!) und Emmerling?) nahe gelegt worden, doch ware 
die Bemithungen, es durch Darstellung und Analyse. sicher 
nachzuweisen, vergeblich gewesen, bis es vor etwas mehr als 
Jahrestrist Ko AL H. Morner?®) in einer wichtigen Untersuchung 
gelang, die reichliche Bildung von Cystin bei Hydrolyse von 
Keratin ausser Frage zu stellen. 

Ohne Kenntniss von dieser Untersuchung zu haben, ge- 
langte ich kurze Zeit nach deren Erscheinen auf wesentlich 
abweichendem Wege zum gleichen Resultat und bei Fortfiih- 
rung der Versuche zu einigen, wie mir schien, beachtens- 
werthen Befunden. 

In einem Vortrag auf dem diesjihrigen internationaler 
Congress in Paris hat Moérner seine friiheren Angaben 
vervollstindigt und dabei eine Reihe werthvoller neuer That- 
sachen mitgetheilt. 

Da der Vortrag wenig bekannt geworden ist, hat mir 
Herr Professor Morner gestattet, den wesentlichen Inhal! 
desselben, soweit er auf vorliegende Arbeit Bezug hat, aul 
Grund einer freundlichen brieflichen Mittheilung hier in Kiirze 
anzufiihren : 

| Zeitschrift fiir Biologie, Bd. 27, S. 415. 

Chemikerzeitung 1894, S, 1539. 

“) Zeitschrift fiir physiol. Chemie, Bd. XXVIII, S. 595. 
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Moérner verbesserte und vereinfachte sein Verfahren der 
Cystindarstellung dadurch, dass er nach dem Zerlegen mit 
Salzsiiure und nach Abdestilliren der Hauptmenge der Saure 
den Riickstand in schwachem Weingeist lOste, mit Natron- 
lauge oder Ammoniak (statt wie friiher mit Bleioxyd) neutrali- 
sirte und den Niederschlag auf Cystin verarbeitete. Diese 
Darstellungsmethode benutzte er weiter zur approximativen 
Bestimmung des Cystins und neben gleichzeitiger Ermittelung 
des Gesammtschwefels und des bleischwiirzenden Schwefels 
zum Studium der Bindungsweise des Schwefels in den Keratin- 
substanzen. 

Er vermochte auf dem eingeschlagenen reichlich 
Cystin ausser aus Horn auch aus der Schaalenhaut des Hiih- 
nereies und aus Menschenhaaren rein zu gewinnen. Er beob- 
achtete dabei, dass die Bildung von Cystin nicht nothwendig 
mit jener von Cystein einhergeht, und ist jetzt mehr noch, als 
aus seiner ersten Publication hervorging, geneigt, die Entstehung 
von Cystein als einen secundiiren Vorgang anzusehen. 

Die approximativen bestimmungen des Cystins, deren 
EKrgebniss Morner als eher zu niedrig, denn zu hoch ansieht, 
ergaben fiir Hornsubstanz 6,8°/0, fiir die Schaalenhaut des 
Kies 6,0°/o, ftir die Substanz aus Menschenhaaren 12,6%» 
Cystin. 

Morner vermochte ferner auch aus echten Eiweissstoffen 
Cystin zu gewinnen. Aus dem Serumalbumin erhielt er etwas 
mehr als 1° o eines in sechsseitigen Tifelchen krystallisirten 
Priparates, dessen Identitét mit Cystin durch die Bestimmung 
des Schwefelgehalts ausser Zweifel gestellt wurde.?) 

Meine einschliigigen, ohne Kenntniss dieser Befunde 


Morner’s gesammelten Erfahrungen haben ihnen gegeniiber 


1, Wie ich der brieflichen Mittheilung von Herrn Prof. Mérner 
entnehme, gelang es ihm seit dem auch, die Angabe von Kiilz tiber 
sildung von Cystin bei tryptischer Verdauung unter Verwendung yon 
kaiuflichem Bluteiweiss zu bestiitigen. Zum gleichen Resultat ist iibrigens 
auch Herr Dr. E. Petry im hiesigen Institute gelangt, bei Versuchen, 
welche das Schicksal der schwefelreichen Gruppe des Eiweissmolekiils 
im Verlauf der tryptischen Spaltung klarstellen sollten. 
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zum Theil nur den Werth einer Bestitigung. Trotzdem diirfte 
deren Mittheilung, zumal die von mir angewandte Methode 
mebrfach von jener Morner’s abwich, nicht ohne Nutzen sein. 


Darstellung von Cystin aus Hornspanen. 


vaschen und bequemen Gewinnung von grOsseren 
Mengen Cystin aus Hornspiinen hat sich in zum Theil von 
mir allein, zum Theil gemeinsam mit Herrn Dr. V. Dueceschi 
ausgefthrten Versuchen ein Verfahren bewiihrt, dessen wesent- 
liche Operationen waren: Zersetzen der Hornspiine durch mehr- 
stiindiges Kochen mit) concentrirter Salzsiiure, Neutratisirven 
der Zersetzungsflissigkeit mit Natronlauge, 24stiindiges Stehen- 
lassen, dann Abfiltriren des abgeschiedenen «Melaninnieder- 
schlags>, Entfiirbung des schwach mit Salzsiiure angesiiuerten 
Filtrats mit) Thierkohle, Einengen zur Krvystallisation, Ab- 
trennung der sich ausscheidenden Krystallmassen, befreiung 
des darin enthaltenen Cystins von Koehsalz und Leucin mit 
Wasser, endlich Trennung vom Tyrosin mit Hilfe sehr stark 
verdiinnter Salpolersiiure. 

Wie man sieht, weicht dieses Vorgehen von Morner’s 
urspriinglichem Verfahren (etnwochentliches oder lingeres 
Erhitzen mit Salzsiiture auf dem Wasserbad, Trennung des 
Cystins vom Tyrosin durch fractionirte Krystallisation ete.) in 
wesentlichen Punkten ab. Dem jiingst mitgetheilten modificirten 
Verfahren Mérner’s steht es jedenfalls niéher, ist mit) ihm 
aber, soweit sich beurtheilen lésst, sicher nicht identisch. 
Als wesentliche Vereinfachung diirfen die Abkiirzung der Zer- 
setzungszeit und das Umgehen der Salzsituredestillation an- 
gesehen werden. Wichtig fiir die rasche Gewinnung reiner 
Produkte ist auch die Abscheidung der «Melanine», welche 
anscheinend in der bei der Neutralisation entstehenden concen- 
trirten Salzl6sung unldslich werden. 

Die ‘Trennung des Cystins vom Tyrosin mit Hilfe ver- 
diinnter Salpetersiiure, worin sich ersteres sehr schwer, letzteres 
sehr leicht lost, fiihrt ungleich rascher zum Ziele, als die von 
Morner benutzte fractionirte Krystallisation aus ammoniak- 
haltigem Wasser. 
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Aus der nach dem Kochen mit Thierkohle erhaltenen, wenig 
cefirbten Losung fiel, wie nebenbei bemerkt sei, neben Cystin 
auch das Tyrosin und beim weiteren Einengen das Leucin 
nahezu farblos aus. Das Cystin schied sich nur selten direkt 
aus der Mutterlauge in den bekannten sechsseitigen Tafeln ab, 
-ondern bildete zuniichst meist Kugeln, wie dies schon von 
Morner beschrieben wurde. 

Loste man das in Kugeln ausgeschiedene Cystin in ver- 
diinntem Ammoniak, so schied es sich bei der spontanen Ver- 
dunstung des Ammoniaks oder beim vorsichtigen Ansiiuern 
mit Essigsiiure in den charakteristischen sechsseitigen Tifelchen 
ab. In Nadeln krystallisirtes Cystin, wie es von Moérner be- 
<chrieben ist, habe ich aus Horn bisher nicht erhalten: dies 
ist vielleicht auf die kurze Dauer der Saurespaltung = zuriick- 
zuttihren. 

Ueber die Einzelheiten des Vorgehens mag nachstehender 
Auszug aus den Protokollen Aufschluss geben: 

d00 ¢ kiiuflicher Hornspaéne wurden mit 1500 cem. reiner con- 
centrirter Salzsiiure in einem mit Steigrohr versehenem Kolben circa 
»—6 Stunden auf dem Sandbade bis zu kraftigem Sieden erhitzt. Die 
cewonnene, tief schwarzbraune. nur geringe Mengen ungeloéster Substanz 
enthaltende Fliissigkeit wurde nach dem Abkiihlen mit concentrirter 
Natronlauge unter Vermeidung von stirkerem Erwiirmen bis zur deutlich 
amphoteren Reaction versetzt. Nach 2¢stiindigem Stehen wurde von 
dem entstandenen schwarzbraunen Niederschlag!) abfiltrirt. und das 
Filtrat nach schwachem Ansiiuern mit Salzséiure durch Kochen mit 
Tlierkohle entfiirbt. Das so gewonnene schwachsaure Filtrat war vollig 
Klar und von hellgelber Fiirbung. Nach 24stiindigem Stehen in der Kalte 
hatte sich stets ein reichlicher krvstailinischer Niederschlag ausgeschieden, 
der in der Hauptmasse aus Tyrosin bestand, doch oft auch nicht ge- 
iinge Mengen Cystin enthielt. Nach Abtrennung dieses Niederschlages 
wurde die Fliissigkeit auf dem Wasserbade ein wenig eingeengt und 
iach dem Abkiihlen von dem neu enstandenen Niederschlage abfiltrirt. 
Iieses Verfahren wurde einige Male wiederholt, bis die Fliissigkeit auf 
einige 100 cem. eingeengt war. (Diese letzte Mutterlauge enthielt noch 
viel abspaltbaren Schwefel. Die letzten Krystallisationen sind 


<elbstverstiindlich immer ausserordentlich kochsalzreich.) 


1) Liisst inan die mit Natronlauge versetzte Fliissigkeit zu lange 
stehen, so enthalt der Niederschlag unter Umstanden recht erhebliche 
Mengen Tyrosin und auch Cystin. 


~ 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. NXNXIL 
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Die Verarbeitung der einzelnen Krystallisationsfractionen auf Cystin 
veschah folgendermassen. Sie wurden mit wenig kaltem Wasser ver- 
setzt. wobei Kochsalz und eventuell Leucin in Lésung gingen; der ab- 
filtrirte Riickstand liste sich bis auf eine meist geringfiigige Menge an- 
organischer Substanz in wenig verdiinntem Ammoniak: nach der spon- 
tanen Verdunstung des Ammoniaks oder auf Essigsiurezusatz schied sic}; 
ein Gemenge aus, das fast ausschliesslich aus Tyrosin und Cystin  he- 
stand und ohne erhebliche Verluste mit ganz kaltem Wasser gewaschen 
werden konnte. 

(Die Vertheilung des Cystins resp. des Tyrosins auf die einzelnen 
Fractionen war wtbrigens auffillig verschieden. Schied sich auch ge- 
woOhnlich die Hauptmasse des Cystins nach der Hauptmasse des Tyrosins 
aus. so kam doch auch das Umgekehrte vor.) 

Das Gemenge von Cystin und Tyrosin wurde mit einer nicht zu 
geringen Menge kalten Wassers (etwa auf 5 g¢ Substanz 100—200 cem. 
versetzt und nun tropfenweise unter stetem Umriihren verdiinnte Salpeter- 
siiure hinzugefiigt. Hat man, was hiiufig der Fall ist. ein Gemenge von 
sechsseitigen) Cystintafeln mit) Tyrosinnadeln, so kann man dic 
Losung des Tyrosins mikroskopisch verfolgen und so einen unnothigen 
Ueberschuss von Salpeteriure thunlichst vermeiden. Das im Riickstand 
verbleibende Cystin wird durch Waschen mit kaltem Wasser von der 
Salpetersiiure befreit und nun mehrfach aus Ammoniak in der bekanntei 
Weise uinkrystallisirt. Schon nach einmaligem Umkrystallisiren zeigte 
das Cystin keine Spur Millon’scher Reaction, und andererseits war das 
Tyrosin, das durch vorsichtiges Neutralisiren der salpetersauren Losung 
ausgeliillt wurde, frei von abspaltbarem Schwefel. 

Die so gewonnenen Cystinpraiparate sind in der Regel sehr weniy 
vefiirbt. Behufs weiterer Reinigung wird das Cystin nochmals in salz- 
saurer Losung mit Tierkohle behandelt. 


Die Ausbeute an Cystin ist bei diesem Verfahren zwar 
nicht so gross, wie Morner angibt: bei dem geringen Werth 
des Ausgangsmaterials wird aber dieser Nachtheil durch die 
Moglichkeit, grosse Mengen in kurzer Zeit zu verarbeiten, mehr 
als ausgeelichen. 


Gewinnung des Cystins durch Fallung desselben als Kupfersalz 


Fir den Nachweis von Cystin erwies sich noch ein 
zwelter Wee als gangbar.' 

1 Auf diesem Wege bin ich zuerst in der Zersetzungsfliissigke:| 
des heratins auf Cystin gestossen und auch Herr Dr. Petry sehluz 
diesen Wee ein, um den Nachweis von Cystin bei Pankreasverdauuny 
zu fuhren. 
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Bei Verarbeitung der Kochsalz, Leucin und andere Aminosiiuren 
enthaltenden Mutterlaugen wurde gelegentlich ein Theil behufs Bildung 
yon Leucinkupfer mit alkalifreiem Cuprihydroxyd versetzt und vorsichtig 
aut dem Wasserbade unter stetem Umriihren erwiirmt. Schon in der 
Wiirme schied sich aus der tiefblauen Fliissigkeit ein blauer, deutlich 
yon dem tiberschiissigen Hydroxyd unterscheidbarer Niederschlag ab. 
Nach dem Erkalten wurde dieser Niederschlag abfiltrirt und ausgewaschen. 
fiel auf. dass er nicht die schén sattblaue Fiirbung des erwarteten 
Leucinkupfers hatte, sondern graublau gefiirbt war. Mikroskopisch be- 
stand er aus stark lehtbrechenden, blassblau gefiirbten Kugeln. Eine 
Probe des Niederschlags war in kaltem Wasser unléslich, in viel Salz- 
siiure loste sie sich, 

Die Hauptmenge des Niederschlages wurde in Wasser suspendir! 
und nach Zusatz einiger Tropfen Salzsiure durch Schwefelwasserstoft 
in der Wiirme zerlegt, der Schwefelwasserstoff durch Kochen  verjagt. 
Daber fiel Cystin Form schén durchsichtigen, sechsseitigen 
Tafeln aus. 

Ks konnte sich sonach nur um das noch nicht beschrie- 
bene Kupfersalz des Cystins gehandelt haben.'!) In der That 
erhalt man beim Kochen von Cystin in wiisseriger Suspension 
oder Losung mit Cuprihydroxvd sehr leicht die hellgraublaue 
Kupferverbindung. Dieselbe krystallisirt in verschiedenen 
men: ich beobachtete einmal sechsseitige Tiifelchen, die, von 
der blauen Farbe abgesehen, denen des Cystins vollig glichen, 
ein anderes Mal lange, schén ausgebildete Nadeln. 


Nachweis von Cystein und Cystin unter den Spaltungs- 
produkten des EHieralbumins. 


Meine Versuche, aus echten Eiweissstoffen Cystin dar- 
zustellen, erstreckten sich auf Serumeiweiss und Elereiweiss, 
von denen namentlich das erstere durch seinen grossen Gehalt 
an abspaltbarem Schwefel?) von vornherein als besonders ge- 
eignet zu unsern Versucnen erschien. Ein vorliiufiger Ver- 
such wurde ferner mit krystallisirtem Edestin aus Hanfsamen 
angestellt, 


1, Hier muss Morner’s Angabe erwiihnt werden, dass eine dure) 
Kochen mit Wasser bereitete Cystinlésung mit Kupferacetat eine geringe 
Fillung gab, 


2) Siehe Fr. N. Schulz. Diese Zeitschrift. Bd. XXV. S. 30, 
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Zunichst wandte ich dieselbe Methode wie vorher be; 
der Hornsubstanz an. Die durch dstiindiges Sieden des 
Kiweisskorpers (Serumalbumin) mit concentrirter Salzsiiure 
erhaltene Zersetzungsfliissigkeit wurde in der oben beschriebe- 
nen Weise neutralisirt, bei schwach salzsaurer Reaction mit 
Thierkohle entfiirbt und auf dem Wasserbade eingeengt. Keine 
der bei salzsaurer Reaction erhaltenen Krystallisationsfractionen 
enthielt nach dem Auswaschen mit kaltem Wasser erhebliche 
Mengen abspaltbaren Schwefels. Der letztere war vielmehr 
immer nur in den Mutterlaugen nachweisbar. 

Ks hess sich also kein Cystin durch fractionirte Kry- 
stallisation gewinnen und die Untersuchung richtete sich nun- 
mehr auf das Vorhandensein von Cystein. 

Fiir die Gewinnung von Cystein ist eine Reihe von 
Fiillungsmethoden angegeben worden. bBrenzinger!) fand, 
dass das salzsaure Cystein mit Quecksilberchlorid in wiisseriger 
Losung eine fast ganz unlosliche Verbindung gibt. Borissow?) 
reducirte durch Behandeln mit Zink und Salzsiiure das bet 
Cystinurie im Harn vorhandene Cystin zu Cystein und _ fiillte 
diesen Korper ebenfalls dureh Sublimat (unter Zusatz von 
Natriumacetat). Suter’) versuchte vergeblich, aus von Horn- 
substanz stammenden Tyrosinmutterlaugen unter Verwendung 
der Fiillung mit Sublimat Cystein resp. Cystin§ zu) gewinnen. 
Derselbe Autor’) stellte durch Schiitteln mit Benzylehlorid und 
Natronlauge eine in kaltem Wasser wenig lésliche Benzyl- 
verbindung des Cysteins her. Ein Versuch, durch Benzyliren 
Cystein aus einer Tyrosinmutterlauge zu gewinnen, misslang.°) 
Morner®) verwandte in seiner Ofters erwihnten ersten Arbeit 
wiederum Sublimat sowie Mercuriacetat zur Ausfiillung des 
Cysteins, wober er zur Abstumpfung der sauren Reaction 
Natronlauge hinzufiigte. Es gelang ihm, auf diese Weise die 

1) Diese Zeitschrift, Bd. XVI, S. 557. 

2) Diese Zeitschrift. Bd. XIX. S. alt. 

3) Inese Zeitschrift, Bd. XX. 564. 

4 Diese Zeitschrift. Bd. XX. 3S. 562. 

9) Diese Zeitschrift, Bd. XX. S. 576. 

8) 
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bleischwiirzende Substanz nahezu_ vollstiindig in den Queck- 
silberniederschlag zu bringen. Einen Theil des Cysteins konnte 
er auch durch Kupferacetat unter Vermeidung eines Ueber- 
schusses ausfiillen. 

Bei der vorliegenden Untersuchung wurde auf zweierlei 
Weise versucht, das Vorhandensein von Cystein unter den 
Spaltungsprodukten von genuinen Eiweisssubstanzen er- 
welsen. 

Erstens bemiihte ich mich, das Cystein in der Mutter- 
lauge durch Zusatz von Oxydationsmitteln (Eisenchlorid in 
verschiedenen Mengen und Wasserstoffsuperoxyd) zu Cystin 
zu oxydiren, um das letztere durch fractionirte Krystallisation 
zu gewinnen, Zweltens benutzte auch ich die von Brenzin- 
eer herrtthrende und von Suter, Borissow und Morner'!) 
angewandte  Quecksilbermethode. Ich wandte  vorwiegend 
Sublimat, in vereinzelten Fiillen auch Mercuriacetat an. 

Die zahlreichen Versuche, die zu keinem endgiiltigen 
Resultat fiihrten, sollen einstweilen ausser Acht gelassen 
werden: es sei zuniichst kurz iiber den Versuch berichtet, der 
schliesslich zum Ziele fihrte: 


\00 ¢ kaufliches Eiereiweiss werden mit 1500 cem. reiner Salz- 
siure von specifischen Gewicht 1,124 durch 8—S8'/2 Stunden auf deim 
sandbade zum Sieden erhitzt, nach dem Abkithlen mit Natronlauge 
unter Vermeiden von stiirkerem Erwiirmen versetzt, mehrere Tage stehen 
velassen und vom entstandenen Niederschlage abfiltrirt: zum amphoter 
reagirenden Filtrat werden ohne vorhergehende Entfarbung mit Thier- 
kohle ca. 500 g Quecksilberchlorid in warmer, wiasseriger Lésung (doch 
unter Vermeidung von stirkerem Erwirmen der Mutterlauge) hinzugefiigt; 
es tritt auch nach einigen Stunden nur eine miissig starke Triibung auf; 
auf Zusatz einer nicht unerheblichen Menge Natronlauge (bis zur deut- 
lich alkalischen Reaction) tritt ein reichlicher, flockiger, braungefiarbter 
Miederschlag auf, der sich ziemlich rasch zu Boden setzt. Am niichsten 
Tage wird dieser Niederschlag abgetrennt, zu wiederholten Malen mit 
reichlichen Mengen kalten Wassers decantirt, auf einem Biichner’schen 
Filter gut abgesaugt, in etwa 600 ccm. Wasser ohne Siurezusatz 
suspendirt und mit Schwefelwasserstoff in der Kiilte zersetzt. Die vom 
~ulfidniederschlag abiiltrirte. deutlich sauer reagirende, gelbe Fliissigkeit 
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wird nach Zusatz einiger Tropfen concentrirter Salzsdure durch Sieden 
vom Schwefelwasserstoff befreit. Sie gibt jetzt folgende Reactionen: 

1. Mit Natronlauge und Bleiacetat allmahlich eintretende  starke 
Schwefelbleireaction. 

2. Mit Fisenchlorid (nachdem die Fliissigkeit: zur moglichsten Be- 
seitigang der stérenden Gelbfairbung stark mit Wasser verdtinnt war 
rasch verschwindende Indigoblaufirbung. 

3 Mit Natronlauge und Nitroprussidnatrium purpurrothe, bald in 
Gelb tibergehende Fiirbung. 

i. Mit Kupfersulfat intensive, violette, sofort verblassende Férbung, 
dann Bildung eines graublauen Niederschlags. 

). Bei vorsichtigem Zusatz von Ammoniak eine violettrothe Farbung. 

(Diese Reaction ist von Andreasch!) fiir CysteinlOsangen be: 
(ievenwart von Eisen angegeben worden. Die Farbung verscliwindet, 
wenn man die Fliissigkeit ruhig im Reagensglase stehen asst. nach 
eimigen Minuten, um beim Schiitteln mit Luft wiederzukehren und aber- 
mals zu verschwinden. Durch Wiederholung des Schiittelns kann man 
sie dann noch ein- oder mehrere Male in allmiihlich schwacher werdenden 
(rrade hervorrufen. Aelmnliches gibt Andreasch an.) 

Die Fliissigkeit wurde jetzt ammoniakalisch gemacht, und wiahrend 
ca, 2% Stunden ein langsamer Luftstrom hindurchgeleitet.. Die Eisen- 
chlorid- und die Kupfersulfatreaction sind (selbstverstiéndlieh nach vor- 
aufgehendem Neutralisiren der Fliissigkeit) schon nach kurzer Zeit nicht 
mehr deutlich hervorzurufen. Die Nitroprussidreaction ist nach einigen 
Stunden sehr viel schwiicher als vorher, nach 24% Stunden verschwunden. 

Ein kleiner Theil der Fliissigkeit wird tiber concentrirte Schwefel- 
siiure in den Vacuumexsiccator gebracht. Ueber Nacht ist eine kleine 
Menge von zumeist tyrosinéihnlichen Krystallen ausgefalien, die leicht 
in Ammomak, sehr schwer in kaltem Wasser léslich sind, aber keine 
Millon sche Reaction geben. 

Fs wird nunmehr die ganze noch vorhandene Fliissigkeit (der 
Haupttheil war zu anderweitigen Cystindarstellungsversuchen aufgebraucht 
worden) bei salzsaurer Reaction moéglichst rasch auf dem Wasserbad bis 
auf etwa 40 ccm. eingedampft. Der ziemlich dickfliissige und dunkel- 
braune Riickstand wurde jetzt ganz sehwach ammoniakalisch gemacht. 
hierauf mit Eisessig bis zur eben sauren Reaction versetzt und auf ach 
Tage in den Vacuumexsiccator gebracht. Es bildete sich bald eine Tri- 
bung, dann ein Niederschlag, der wiihrend der niichsten Tage langsain 
zunahm. Mikroskopisch bestand er aus undurchsichtigen Kugeln, neben 
amorphen Partikeln. 

Nach acht Tagen wurde er abfiltrirt. mehrfach mit kaltem Wasser 
ausgewaschen, dann in einer geringen Menge verdiinnten Ammoniaks 


1) Maly’s Jahresbericht tiber die Fortschritte der Thierchemie. 
Bd. 14, 8. 76, Anmerkung. 
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velist, durch vorsichtiges init Essigsdiure wieder ausgefallt 
and neuerdings so lange gewaschen, bis das ablaufende Waschwasser 
keine Reaction mit Nessler’s Reagens gab. 

Der so gewonnene Kérper war noch etwas gefirbt: er 
erwies sich mikroskopisch als durchweg krystallinisch. Die 
Krystalle hatten in der Hauptmasse die fiir das Cystin bekannte 
Form von sechsseitigen Tafeln, daneben fanden sich auch 
in geringer Menge rhombische Krystalle vor. Die Substanz 
enthielt reichlich abspaltbaren Schwefel. Eine Stickstoffbestim- 
mung nach Dumas!) ergab folgendes Resultat: 

0.0906 ¢ der Substanz lieferten bet 23° und einem aul Trockenheit 
reducirten Barometerstand von 740 mm 9.7 cem. N == O.OL059 N 
11.6895 N (statt der fiir Cystin berechneten 11,69°o N). 

Nach allem diesen kann es keinem Zweitel unterliegen, 
dass die vorliegende Substanz Cystin war, und dass die Zer- 
setzungsiltissigkeit des Quecksilberniederschlages Cystein. ent- 
hielt, dass also das Cystein ein Spaltungsprodukt des 
Kieralbumins tst. 

Wie beim Eieralbumin gelang es auch beim Serumalbumin 
und Edestin, nach Zersetzung mit Salzsiiure und Quecksilber- 
fillung Cysteinreactionen zu erhalten. Beim Serumalbumin 
gelangte ich in einem Versuche auch krystallinischem 
Cystin, 

Hilt man daneben die oben angefiihrten Befunde Mérners, 
<o gewinnt es den Anschein, dass jene Eiweissstofle, welche 
leicht abspaltbaren Schwefel aufweisen, regelmiissig in ihrem 
Molekiil die Cysteingruppe enthalten. Wenn Morner fiir die 
Keratinsubstanzen der Meinung zuneigt, dass sie bereits die 
Dithioverbindung des Cysteins, das Cystin, enthalten, so kann 
ich ihm in Hinblick auf die Leichtigkeit, mit der sie bei Spaltung 
fertiges Cystin liefern, nur beipflichten. Bei schwefel- 
armen Eiweissstoffen scheint sich die Sache anders zu ver- 
halten, da hier, wie oben erwiihnt, bei kurzdauernder Spaltung 
hur Cystein auftritt. 

1) Fiir die lebenswiirdige Ausfiihrung dieser Bestimmung spreche 
ich auch an dieser Stelle Herrn Hassler, Hiilfsarbeiter am chemischen 
“taatslaboratorium in Hamburg, meinen verbindlichsten Dank aus. 
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Der Einfluss des Caffeins und Theobromins auf die Aus- 
scheidung der Purinkorper im Harne. 
Von 
Martin Kriiger und Julius Schmid. 


(Ans der medicinischen Klinik der Universitat Breslau.) 


Der Redaction zugegangen am 28, December L900, 


Der Uebergang von Caffein in den Harn ist von Aubert) 
beim Menschen nach Genuss von Kaffee, von Maly und 
Andreasch?) bet emem Hunde nach Catffeinfiitterung be- 
oObachtet| und spiiter von E. Rost?) einer eingehenden Unter- 
suchung am Menschen, Hunde und Kaninchen unterzogen 
worden. Dass auch das Theobromin zum Theil unverandert 
den Organismus passiren kann, ist von Mitscherlich,! 
Hoffmann,®) Rost,®) Kriiger und Schmidt‘) festgestell! 
worden. 

Auf die Ausscheidung der Harnsiiure hat das Caffein 
nach Schutzkwer’; und Minkowski’) keinen Einfluss. Wie 
sich Theobromin in dieser Hinsicht verhiilt, ist noch unbekannt. 
Wichtiger als jene Beobachtungen iiber die theilweise Be- 
stiindigkeit’ des Caffeins und Theobromins thierischen Stofi- 
wechsel ist der von Albanese,!") Bondzynski und Gott- 
lieb!) ermittelte Befund, dass diese beiden, in den Genuss- 
mitteln vorkommenden Xanthinbasen im = Organismus— durcl) 


1) Pfltiiger’s Archiv. Bd. V, S. 589. 

2, Monatshefte fiir Chemie, Bd. IV. S. 384. 

4) Archiv fiir exper. Pathologie u. Pharmakol., Bd. XXXVI. 3. 64. 
4) Nach Rost, 1. c., 5. 68. 

Archiv fiir exper. Pathologie u. Pharmakol., Bd. 5. 1. 

7) Berichte der deutschen chem. Gesellseh., Bd. XXXII, 5. 2677. 
5) Inaug.-Dissert., Konigsberg, 1882. 

9) Archiv fiir exper. Pathologie u. Pharmakol., Bd. XXXXI, 5. 406. 
10) Archiv fiir exper. Pathologie u. Pharmakol., Bd. XXXAV, 5 

It) ibidem., Bd. XXXVI, S. 45. 
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Beseitigung von Methylgruppen in niedere Homologe des Xan- 
thins iibergehen und somit zur Bildung von Purinbasen Ver- 
anlassung geben, welche sich gegen ammoniakalische Silber- 
lisung und gegen Kupferoxydulsalze wie die aus dem Zerfall 
der Nucleine herrithrenden und im Harne erscheinenden Nuclein- 
basen verhalten. 

Geht aus dem Mitgetheilten schon mit Sicherheit hervor, 
dass Caffein und Theobromin eine Vermehrung der Purinbasen 
im Hlarne bewirken miissen, so liegen tiber die Grosse dieser 
Vermehrung bisher zwei Beobachtungen vor. Albanese!) het 
nach Einnahme von 2 g Caffein innerhalb drei Tagen mit dem 
Harne 0.2. ¢ Purinbasen ausgeschieden. Die normale Aus- 
scheidung bei Enthaltung von Kalfee ete. betrug bei ihm 
innerhalb zwet Tagen 0,03 g, innerhalb drei Tagen demnach 
0.045) g. Die Einnahme von 2 g Caffein hat eine Vermehrung 
der Purinbasen um 0,155 g bewirkt. 

Ferner haben Burian und Schur?) den Einfluss von 
Kaffee auf die Vermehrung Purinbasenstickstoffes fest- 
gestellt. Sie haben sich hierbei einer modificirten Salkows- 
kischen Methode bedient und gefunden, dass 35—40°%/o des 
Caffeinstickstoffes in Harnpurinstickstoff tibergehen. 

Wir haben in derselben Weise wie Buritan und Schur 
den Einfluss des Caffeins auf die Purinbasenausscheidung durch 
die Bestimmung der Zunahme an Basenstickstoff ermittelt: nur 
haben wir statt Kaffee reines Caffein gegeben. Die von uns 
angewendete Methode zur Bestimmung der Harnsiiure und 
Basen war dieselbe, wie Kriiger und Schmidt*) zur [solirung 
der Purinkérper aus Harn angewendet haben: d. h. der Harn 
wird siedend heiss mit Kupfersulfat und Bisulfit) ausgefiillt. 
Die aus dem Kupferniederschlage durch Natriumsulfid und An- 
siuern mit Salzsiiure tsolirten Purinbasen werden von der 
nach mehrstiindigem Stehen ausgeschiedenen Harnsiiure durch 
Filtration getrennt. Nachdem der Rest der Harnsiiure durch 
Oxydation mit Braunstein in essigsaurer Losung zerst6rt ist, 


1) l. c., 5. 460. 
2) Archiv fiir die ges. Physiol., Bd. LAXX, 5. 321, 
3) Berichte der deutschen chem. Gesellsch., Bd. XXXII, 5. 2677. 
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wird der Stickstoffgehalt der Basen in der Fiallung durch das 
Kupferreagens bestimmt. 

Der Patient, welcher sich ftir unsere Zwecke bereit- 
willigst zur Verfiigung stellte, war ein 16jihriger Knabe, Fr. 
von 42,1 Kilo (Dystroph. muscul.). 

Kr hatte schon mehrere Wochen vor dem Versuche eine 
moglichst gleichmiissige Nahrung erhalten, welche auch wiihrend 
des Versuches beibehalten wurde und frei caffein- und 
theobrominhaltigen Genussmitteln war. Dieselbe bestand aus 
250 ¢ Fleisch, 2 Kiern, 1 Liter Milch, 60 ¢ Butter, 200 ¢ Brod 
und 1 Flasche Bier. In der Wahl des Fleisches wurde dem 
Patienten eine gewisse Freiheit gelassen, insofern er zwischen 
Kalbsschnitzel, Schinken, Wurst und gehacktem Rindfleisch 
wiihlen durfte. 

lm die Ausscheidung an Harnsiiure und Basen nach 
genannter Kost kennen zu lernen, wurde der Harn unseres 
Patienten zunichst wiihrend eines Zeitraumes von 13 Tagen 
einer tiglichen Untersuchung auf die genannten Korper, wie 
auf Gesammtstickstoff unterzogen, und zwar wurden alle Werthe 
Gesammtstickstoff (Ges.-N), Harnsiiurestickstoff (U.-N) und 
Basenstickstoff (B.-N) durch je 2 > Analysen ermittelt, deren 
Mittelzahlen in Tabelle I, Seite 107, angegeben sind. 

Die mittlere!) Ausscheidung an Harnsiiure-N betrug dem- 
nach bei unserem Patienten 0,2220 g, an Basen-N 0,0166 g. Das 
Verhiltniss von Gesammt-N zu Harnsiiure-N ist Mittel 
53,721, das von Harnsiiure-N zu Basen-N 13,5: 1. 

Die tiigliichen Werthe fiir Harnsiure-N) schwanken von 
Q.1882 bis 0.2510 g. Die Werthe fiir Basen-N bewegen sich 
innerhalb der Grenzen 0.0143 und OG,OL88 g. Es ist zweifellos, 
dass eine auch in Bezug auf die Art des Fleisches — voll- 
kommen gleichmiissige Kost die Differenzen zwischen den Harn- 
siiturewerthen herabdriicken und damit auch das Verhaltniss 
von Harnsiiure-N zu Basen-N, welches bei unserem Patienten 
von 11,9: 1 bis 15,1:1 schwankt, constanter machen wiirde. 


1) Ber Berechnung der Mittelwerthe mussten die Zahlen vom 
Is. 19. UL wegfallen, weil an diesem Tage ein Theil des Harnes verloren 
reyangyen War. 
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Tabelle L. 


| 


Tag 


Harn- 
menge 


Ges.-N 


U.-N 


(ies.-N 
U.-N 


1900 


9-10. 
10.-11. 
11.-12. 
12.-15. 
[3.-L4. 
15.-16. 
16.-17. 
17.-18. 
19),-20. 
2().-2 1. 


\ittelwerthe: 


LI. 
Ill. 
II. 
HI. 


590 


673 
770» 
842 » 
973 
95) 
R00 
698 
679» 
48» 
709 
748 


924 ¢ 
11,17 » 
10.23 » 
11,43 » 
LOS» 
13.97 » 
14.31 

14.14 > 
12.56 >» 
12.59 » 
» 
11.78 » 
11,77 » 


0.2151 
0.1912 » 
» 
» 
O.2510 
02413 > 
(),2274 > 
0.2236 
| 02285 » 
0O,1433 » | 
().2256 » 
0.2467 » 


¢ 
O.C174 
» 
» 

O.OLSE » 
» 
O.0169 » 


« 


O.OL64 » 


O.O17L » 
» 


49.0: 


23,9 : 


DDD: 


: 
09,2 : 
62:3 - 
D6.1: 


55,1 : 


~] 


: ony 


62.5: 


Cem. | 


11.98 


0.2220 


Tabelle 


0.0166 


53. 


al 


Harn- | 
F Ges.-N 


menge 


U.-N 


B.-N 


B.-N 


U.-N 


Bemerkangen 


IO Ww IO Ww 
St 


~ 


26.-27 
27-28. 
28.-29. 
29-30, 
1. 


| 


Hl. cem. 13,07 g 0.2185 


Hf. 


7. 


Il. 
Ul. 
IV, 
IV. 
IV, | 
IV. 


| 795» 


675 » 


H90 
720 
735 
610 » 
749 
660 » 
R20 >» 
960 >» 
650» 
| 915 » 


698 


83D 


810 


0.2002 
AL.87 » 0.2061 


11.48 » 0.2049 
10,29 >» 0.1924 
11.55 » 0.2212 
» 0.2304 
12,01 » 0.2233 
13.76 » 0.2317 
13.77 > 0,2142 
11.85 » 0.2085 


13,37 » 0.2557 


12.83 > 0,2106 
14,52 » 0.2500 


14,08 » 0.2390 
14,94 » 0.2307 » 0.0279 » 64.8 


g 00221 


» O.O205 ar 

0.0206 > 57.6 
-0,0209 
»'0,0229 
00216 


> 0,0212 
» 00261 


» 0,024) » 
> 0,0272 » 64, 


3.9 
92.2 
> 
a9. 


> » 56,8: 


> 0.0195 


00175 >» 60,9: 


>» 0.0192 » lg 


» ( 


589 


92: 


«948: 
-110.0: 
98: 
84: 
:110.9: 
86: 
2) 


1112.7: 


1:12,1: 


-113.0: 


1 R.4: 


-1) 83: 


1 
1 
I 
1 
1 


) 


0,2 ¢ Caffein 


g 
Caffein 
taglich 


Ol g 
Caffein 
tiglich 


kein 
Caffein 


tiighich 


| | U-N | 
i | 
| I 12.4: 1 
26:1 
Tig 
13,621 
13,921 
1 | 13,5:1 
1 | 11931 
6139: 1 
16421 
| 
1 
1900 | | | 3 
2 
2 | 
| 
| 
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Nach Beendigung der ersten Versuchsreihe erhielt der 
Patient an 4 Tagen je 0.05 ¢ Caffein, dann unmittelbar darau! 
un 6 Tagen je 2 mal 0,05 g Caffein. Alsdann folgte eine Periods 
von 4 Tagen mit Aussehluss des Diureticums, und schiiesslich 
eine solche von 2 Tagen, an welchen der Patient tiglich 2 ma! 
des Medicamentes erhielt. 

Auch bet diesen Versuchsreihen wurden stets Doppel- 
wnalysen ausgefiihrt, deren Mittelwerthe in Tabelle I, Seite 107, 
ungegeben sind, 

Die Resultate ergeben sich ohne Weiteres bei Durchsicht 
der Tabelle HIE, welche die Mittelzahlen der  Versuchs- 
perioden enthiilt. 

Tabelle Ul. 


Mittelzahlen der Caffein-Versuchsperioden. 


menge | | | U.-N | B.-} | 
| | | | | | | 
1-13. Tag. 770 com. 11,98 ¢.0,2220 ¢ 0.0166 53,7 :118,5: 1) kein Cafein 
4-17. > 12,01 0.2074 » 0.0210 » 57,9: 1! 0,05 gCafein tilich 
18-23. 759» 12.04 » 0.2188 9.52 1) Ol g Calin 
24-27. » |774 » |18.14 >0,2312 »/0,0181 kein Caffein 
28-29. [802 1451 0,0282 18.85: 02 g Calin 


Was zuniichst die Abhingigkeit der Harnsiiureausschei- 
dung von der Caffeineinnahme betrifft, so zeigt sich in Ueber- 
einstimmung mit den Angaben von Schutzkwer und Min- 
kowsky, dass das Caffein keine Vermehrung der Harnsiure- 
ausfuhr bewirkt. Beim Uebergang der Vorperiode zur ersten 
Cafleinperiode ist sogar Harnsiiure-N von 0,222 g auf 0,207% ¢ 
zuriickgegangen, um in der zweiten, sechs Tage dauernden 
Caffeinperiode sich dem normalen Werthe um wenige Milli- 
gramme zu nihern. Die geringe Zunahme an Harnsiiure-\, 
3.6 mg, welche in der letzten Caffeinperiode gegeniiber der 
vorhergehenden normalen Periode zur Ausscheidung gelangt 
ist, ist zweifellos nicht auf das Caffein zuriickzufiihren, sondern 
steht im Zusammenhang mit dem Plus an Gesammtstickstoff. 

Dagegen vermehrt das Caffein in deutlicher Weise dic 
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Purinbasen des Harnes. Nach Eingabe von nur 0,050 g Catfein 
~teigt der Stickstoff derselben von O,0166 g auf O,0210 g, 
nach Eingabe von O,1 g Caffein auf 0,024 ¢ an. Eine Dosis 


von 0,2 g Caffein treibt den Purinbasen-N von 0,0181 g auf 


g. 
Rechnet man die Zunahme an Purinbasen-N in Procenten 


vom eingegebenen Catffeinstickstoff um, so ergibt sich, dass 
1. bei Eingabe von 0,050 ¢ Caffein 33,3°/0 seines Stickstoffes 
» > > 0.100 » » 28.()° 


» >» O200 » 19,3 > 
als Purinbasenstickstoff im Harne ausgeschieden werden. 

Somit ist die Zunahme an Basenstickstoff nicht pro- 
portional der eingefiihrten Menge an Caffein, sondern mit 
<teigenden Dosen des letzteren nimmt die procentische Um- 
wandlung in niedere Homologe des Nanthins ab. 

Wie stehen diese Resultate im EKinklang mit den Angaben 
von Burian und Schur, sowie von Albanese? Burian 
und Schur haben wiihrend drei Tagen den Aufguss von 160 ¢ 
welcher 1,0—1,2 Caffein enthilt, getrunken und 
danach eine Steigerung des Purinbasen-N gefunden, welche 
39—40°%!o des eingefiihrten Caffein-N entspricht. Diese Zahlen 
libertreffen die nach unseren Resultaten zu erwartenden Werthe 
bedeutend. Doch diirften unsere Angaben nicht ohne Weiteres 
mit denen der genannten Autoren zu vergleichen sein, weil 
letztere, wie erwiihnt, Kafleeaufguss genommen, wir dagegen 
reines Caffein gegeben haben. 

Bei dem Versuche von Albanese wurden die Purinbasen 
nach Einnahme von 2 g Caffein innerhalb drei Tagen um 0,155 ¢ 
vermehrt. Da die nach Caffein auftretenden Purinbasen aller 
Wahrseheinlichkeit nach auch beim Menschen, wie beim Hunde 
und Kaninchen,!) aus einem Gemenge von Dimethylxanthin 
ind Monomethylxanthinen bestehen werden, so wird denselben 
ein Stickstofigehalt von etwa 32,4°/o (Mittel von Dimethyl- 
xanthin und Monomethylxanthin) zukommen miissen. Hieraus 
berechnet sich, dass 9—10°'» des Caffein-N beim Albanese- 


1) M. Kriiger, Bericht der deutschen chem. Gesellsch., Bd. XXXII, 


>. und 3336. 
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schen Versuche in Purinbasen-N iibergegangen sind, was mi! 
unseren Resultaten im Einklang steht. 

Die Unabhiingigkeit der Harnsiiureexeretion das 
Anwachsen der Purinbasen nach Caffeinzufuhr kommt in 
schoner Weise in dem Absinken des Verhiiltnisses von Harn- 
siture-N zu Basen-N zum Ausdruck. Dasselbe betriigt normi! 
13,5:1 resp. 12.7:1 (siehe die 2. normale Periode) und fill! 
ab auf 99:1, 9.3: 1 und schliesslich nach Eingabe von 0.2 ¢ 
Catfein auf 8.35: 1, 

Von weit grosserem Einfluss auf die Basenausscheidung 
mit dem Harne als das Catfein erweist sich das Theobromin. 
Derselbe Patient erhielt nach Pause, wiithrend welcher 
die Erscheinungen der Caflfeinverabreichung verschwinden 
miussten, am 9 und 10. April je O44 g¢ Theobromin. 

Tabelle IV. 
Versuch mit Theobromin. 


Tag | Harn Ges.-N| U.N | B-N Bemerkunger 
| | U-N 
1900 
9-10. IV. 660 com. 10.79 0.0642 ¢ 58.4:12.9 O04 Theobromiy 
10.-11. 1V.815 12,95 » 0.1927 » 0,0858 » 67,0: 12.25: 1. tiglich 


Mittelwerthe: 73S com. ¢ 0.1890 ¢ 0.0750 ¢62.7:126 : 1 


Gleich dem Caffein vermelhrt Theobromin die Harnsiure- 
excretion nicht. Der Harnsiiure-N beteiigt nur O,1890 g, is! 
also noch unter dem Harnsiiurewerth der ersten caffeinfreien 
Periode, welche den gleichen Gesammt-N-Werth zeigt, herab- 
vegangen. Dagegen ist der Basenstickstoff gewaltig gestegen., 
am ersten Tage auf 0.0642 am zweiten auf O,O858 zweitel- 
los wird eine Vermehrung auch noch am dritten Tage 
weitere Zufuhr von Theobromin — wahrzunehmen sein. Ent- 
sprechend dem Anwachsen des Purinbasen-N ist das Verhiilt- 
hiss von Harnsiiure-N zu Purinbasen-N bis auf 2,6:1 im Mitte! 
vefallen, d. h. der Basenstickstoff betragt mehr als den dritten 
Theil des Harnsiiurestickstoffes. Nicht weniger als 47° 0 de- 
eingetiihrten Theobromin-N erscheint im Harne als Purin- 
basen-N wieder. 
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Ueber die Ausscheidung des Antipyrins aus dem thierischen 
Organismus. 


Von 


D. Lawrow. 


(Aus dem Institut fiir medicin. Chemie und experimentelle Pharmakologie 
zu Kontgsberg t. Pr.) 


Der Redaction zugegangen am 5. Januar 1901. 


Welche Verinderungen das Antipyrin im thierischen 
Organismus erleidet, in welcher Form resp. in welcher Ver- 
bindung dasselbe, nach Einfiihrung in den thierischen Orga- 
nismus, denselben verliisst, sind Fragen, welche nach den 
Litteraturangaben bisher noch wenig bearbeitet worden sind. 

Nach Fr. Miller’) lasst sich aus dem Harne kranker 
Menschen, nach Eingabe von Antipyrin, dasselbe in’ unver- 
inderter Form nur in sehr unbedeutenden Mengen darstellen, 
Ausserdem steigt nach diesem Autor nach betriichtlichen Anti- 
pvringaben die Menge der gebundenen Schwefelsiure im Harn 
von Menschen (Kranken) bis zur Hilfte der gesammten. 

Nach Umbach?) wird beim Menschen durch das Anti- 
pyrin die Aetherschwefelsiiure nur wenig vermehrt: dies aber 
ist beim Hunde in deutlicher Weise der Fall. 

Nach A. Cahn®*) zeigte der Antipyrinharn der Menschen 
Kranker) nie eine Verfiirbung. Wiederholt vorgenommene 
Untersuchungen ergaben, dass derselbe nach grésseren Dosen 
die Polarisationsebene nicht drehte und mit Sauren gekocht 

1, Centralbl. fiir klinische Medicin, 1884. Nr. 36, 

2, Arch. fiir experiment. Pathol. und Pharmakol.. 1885. VIL. 
>. 161—16s. 

8) Berlin. klin. Wochenschr... 1884, Nr. 36. 
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keine reducirende Substanz gab. Er enthielt also, nach diesem 
Autor, keine gepaarte Glycuronsiiure. Das Verhiiltniss der 
anorganischen Sulfate zur Aetherschwefelséure betrug in einem 
Versuche nach Darreichung von 5,0 g 19:1, bei einem zweiten 
nach 4,0 g 12:1, war also dasselbe, wie in der Norm. 

In Anbetracht des Interesses, welches das Schicksal des 
Antipyrins, einer verhiiltnissmiissig complicirten Verbindung, 
im thierischen Organismus darbietet, sowie in Anbetracht der 
geringen Zahl und der ungentigenden Resultate der bisherigen 
Bearbeitung dieser Frage wurde die vorliegende Untersuchung 
vorgenommen, 

Fir die anfiinglichen Versuche wurde ein junger augen- 
scheinlich gesunder Hund gewiihlt: das Gewicht desselben 
betrug 35,5 kg: er erhielt’ Antipvyrin von g bis 10 pro 
die und zwar in Gaben von 1.5 g bis 3,0 g. Im Verlaufe 
zweier Fiitterungsperioden, von denen jede 2—2! 2 Wochen 
dauerte, wurden 200.0  Antipyrin” verfiittert. Die zweite 
Periode wurde 2 Wochen nach Ablauf der ersten angefangen., 
Als Nahrung diente dem Hunde Pferdefleisch und zwar unge- 
fihy 1 kg pro die. An Wasser erhielt das Thier t bis 1.5 
Liter, Wihrend der zweiten Hiilfte einer jeden Fiitterungs- 
periode verminderte sich der Appetit des Thieres betrachtlich: 
der Hund erschien triage. 

lm Verlauf des gesammten Versuches sank sein Gewicht 
um 2,3 kg. Sofort nach Beginn der Antipyrineingaben wies 
der Harn des Thieves folgende zwei besonders bemerkens- 
werthe Eigenschaften auf: mit einer wiisserigen LOsung von 
Kisenchlorid gab er Tokaverfarbe und drehte die Ebene des 
polarisirten Lichts nach links und zwar von 0,15 bis 0,5° 
(|= 1 dm), je nach der Menge der vom Thiere pro die ein- 
genommenen Antipyrins, sowie je nach der Menge des pro die 
ausgeschiedenen Harns. Die Linksdrehung ging beim Kochen 
mit 2—d° viger Salzsiiure oder Schwefelsiiure in eime Rechts- 
drehung tiber. 

Manchmal gab der Harn die Trommer sche Zuckerprobe, 
andere Male nicht; der mit viger Salz- oder Schwetel- 
siiure gekochte Harn ergab stets ein positives Resultat der 


| 
| 
| 
3 
| 
ay 
| 
| 
ane 
4 


— 113 — 


Probe. Zum Ende einer Versuchsperiode trat im Harn des 
Hundes Eiweiss in unbedeutenden Mengen auf, doch fanden 
sich im Sediment keine Cylinder. 

Der Harn des Hundes wurde folgendermaassen mit Eisen- 
chlorid gepriift: zu dem in der Regel alkalischen Harn wurde 
eine L6sung von Eisenchlorid so lange allmiihlich hinzugesetzt, 
bis sich ein gelbgefirbter Niederschlag bildet. Das Gemisch 
wurde filtrirt und zum Filtrat das Reagens bis zum Maximum 
der Firbung zugefiigt. Gewoéhnlich nahm die letztere beim 
Stehen nach einer Stunde etwas an Intensitiit zu. 

Es erwies sich ferner, dass im Harn des Hundes Anti- 
pvrin als solches nicht enthalten war, oder dasselbe nur in 
sehr unbedeutenden Mengen nachgewiesen werden konnte. 
Zwecks Darstellung des Antipyrins aus dem Harn des Hundes 
wurde folgendermaassen verfahren: eine Portion Harn, welche 
5—7 g dem Thiere eingefiihrten Antipyrins entsprach, wurde 
bel Dd—6d° C. eingeengt, mit Salzsiiure angesiiuert und in 
einem Extractionsapparat so lange mit Chloroform extrahirt, 
als noch bei der Extraction irgend etwas von der Substanz 
iiberging. Das Chloroformextract wurde bis zur Trockene 
eingedampft, wobei eine harzartige, intensiv braunroth ge- 
fiirbte Masse nachblieb, welche sich ausser in Chloroform 
leicht in heissem Aether, in heissem Alkohol und in Alkalien 
liste. Diese Masse wurde so lange mit heissem Wasser extra- 
hirt, als noch etwas ins Wasser iiberging. Die Wasserextracte 
wurden vereinigt uud nach Zusatz von Thierkohle bei 60—65° 
auf 25—30 eingeengt. Die erhaltene farblose Losung 
wurde mit Eisenchlorid, Millon’s Reagens, KNO,--H,SO,, 
Phosphorwolframsiiure und anderen gepriift. Zwei derartige 
Versuche ergaben, dass die endgiiltige, auf 25—30 cem. ein- 
geengte wisserige LOsung mit den erwiahnten Reagentien weit 
schwiichere Farb- und Niederschlagsreactionen gab, als eine 
0,5°/oige wiisserige Lésung von Antipyrin. 

Die fast vollkommene Abwesenheit des Antipyrins als 
solchen im Harn, sowie die Linksdrehung des letzteren liessen 
vermuthen, dass das Antipyrin, zum mindesten theilweise, ent- 
weder als solches oder aber in veriinderter Gestalt, jedoch in 
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Verbindung mit Glycuronséure, den Organismus des Hundes 
verliisst. 

Versuche erwiesen, dass diese gepaarte Glycuronsiiure 
zum grossten Theil durch ein Aetheralkoholgemisch, durch 
Bleiessig und durch Aetzbaryt, besonders in Gegenwart von 
Alkohol, aus dem Harn gefillt wird. 

Der folgende Versuch zeigt die Fiallbarkeit der be- 
sprochenen Siure durch Alkohol und Aether: 500 ccm. Anti- 
pyrinharn, mit einem Drehungsvermégen von 0,20°, wurden 
auf einem Wasserbade bei 55—60° C. auf 55 ccm. eingeengt. 
Die erhaltene Losung wurde mit 220 ccm. 95°%/oigem Alkoho!| 
und 220 ccm. Aether vermengt. Das Gemisch gab nach 
24stiindigem Stehen im Eisschrank einen stark gefirbten, 
klebrigen, theilweise krystallinischen Niederschlag. Nachdeim 
die wiisserige Alkoholitherl6sung vom Niederschlage abgegossen 
worden war, wurde der letztere in Wasser aufgeldst: dic 
wiisserige LOsung wurde durch Thierkohle entfarbt und aut 
dO com. eingeengt. Die erhaltene LOsung wies Linksdrehung 
und zwar —1,61°, bei |—1dm. Auf die genannte Weise 
wurde somit ca. 80°) der gepaarten Glycuronsiiure  gefiillt. 
Beim weiteren Hinzufiigen von 110 cem. Aether zu der ab- 
gegossenen wiisserigen Alkoholitherlbsung entstand ein krystal- 
linischer Niederschlag, welcher bedeutende Mengen Harnstot! 
enthielt. Der von der Loésung abgeschiedene Niederschlag 
wurde in Wasser aufgeldst, die Losung durch Thierkohle ent- 
fiirbt und auf 50 ccm. eingeengt. Sie ergab eine Drehung 
der Polarisationsebene von — 0,32° (bei 1 = 1 dm), Ein 
bedeutender Theil der gepaarten Glycuronsiure kann somit 
aus dem Harn durch Alkohol und Aether gefillt werden. 

Es erwies sich fernerhin, dass die Salze dieser gepaarten 
Siiure beim Eindampfen auf dem kochenden Wasserbade ver- 
hiiltnissmiissig leicht zersetzt werden: 87 ccm. der wisserige! 
Losung des Niederschlags, welcher bei der Fiillung des ein- 
geengten Harns mit Alkohol erhalten worden war und eine 
Linksdrehung von O,d8° (bei l= 1 dm) aufwies, wurde aul 
dem kochenden Wasserbade auf 6—7 ecm. eingeengt, wobel 
ein dunkelbrauner Niederschlag entstand. Die erhaltene Losung 
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wurde mit Wasser bis auf 87 ccm. verdiinnt, mit Thierkohle 
vermischt und filtrirt: das Filtrat ergab eine Linksdrehung von 
(bei dm.). 

Die besprochene gepaarte Glycuronsiiure wird aus dem 
mit Schwefelsiiure schwach angesiiuerten Harn durch ein 
Gemisch von Alkohol und Aether extrahirt, wie es der fol- 
cende Versuch zeigt. Zu 60 ccm. Antipyrinharns, welcher 
eine Linksdrehung von — 0,42° zeigte, wurde nach Ansiiuerung 
desselben mit Schwefelsiiure ein Gemisch von Alkohol und 
Aether, bestehend aus einem Volumen 95°/oigen Alkohols und 
zwei Volumen Aether so lange zugesetzt, bis das neue Gemisch 
homogen wurde, so dass sich beim Stehen keine wiisserige 
Sehicht absetzte. Zu diesem Gemisch wurde nun soviel Aether 
hinzugefiigt, dass sich beim Schiitteln desselben eine wiisserige, 
ungefiihr 30 ccm. betragende Schicht bildete. Die Aether- 
alkoholl6sung wurde abgeschieden, der Aether und der Alkohol 
hel 45—55° entfernt: die resultirende wiisserige auf 15 ccm. 
eingedampfte L6sung wies eine Drehung von — 1,37° auf. Bei 
dieser Probe wurde somit durch das Aetheralkoholgemisch 
ungefiihr 80°/) der gepaarten Glycuronsiiure extrahirt. 

Zwecks Darstellung der gepaarten Siiure in grésseren 
Mengen aus dem Harn wurde folgendes Verfahren angewandt. 
Zu dem auf dem Wasserbade bei 60 —65° C. eingeengten Harn 
wurde so lange eine wiisserige LOsung von Bleiacetat zuge- 
setzt, bis der Niederschlag auch beim liingeren Stehen keine 
Zunahme mehr zeigte. Das sauer reagirende Gemisch wurde 
im Verlauf von 12 Stunden bei Zimmertemperatur stehen ge- 
lassen und darauf filtrirt. Zum Filtrat wurde so lange eine 
wisserige Losung von Bleiessig zugesetzt, als eine Probe des 
Filtrats noch Linksdrehung aufwies. 

Es bleibt zu bemerken, dass bei diesen Versuchen, und 
zwar bei 4 Versuchen, es niemals gelang, die linksdrehende 
Substanz vollkommen zu fiillen, weder durch Bleiessig allein, 
noch durch nachtriglichen Zusatz von Ammoniaklosung. 

Der abfiltrirte Bleiessigniederschlag wurde dreimal sorg- 
faltig mit kaltem, destillirtem Wasser ausgewaschen, wobei 
der Niederschlag nach jedesmaligem Auswaschen  sorgfiltig 
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vermittelst Filtrirpapier abgepresst wurde. Beim Auswaschen 
ging ein Theil des Niederschlags in die wiisserige LOsung, 
welche eine schwache Linksdrehung der Polarisationsebene 
zeigte. Der ausgewaschene Niederschlag wurde nach Még- 
lichkeit rasch durch verdiinnte Schwefelsiiure zersetzt, wobei 
ein bedeutenderer Ueberschuss der letzteren vermieden wurde, 
Die erhaltene LoOsung wurde so rasch wie mdglich filtrirt: sie 
enthielt stets Salzsiiture in nicht unbedeutenden Mengen. 

Diese Losung warde sofort mit Barytwasser neutralisirt, 
auf dem Wasserbade bei 55—60° erwirmt und filtrirt. Das 
neue Filtrat wurde auf dem Wasserbade bei 55—60° einge- 
engt, mit Aetzbaryt tibersiéttigt und darauf zuniichst mit 
95°/oigem Alkohol, alsdann mit Aether so lange vermengt, als 
noch ein Niederschlag entstand. Bei der Fallung einer der- 
artigen mit) Aetzbaryt tbersiattigten Loésung von 550 ccm. 
wurden 650 cem. 95°/oigen Alkohols und 600 ccm. Aether 
zugeltigt. 

Das Gemisch wurde nach sorgfiltigem Umriihren 12 
Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen und durch ein 
Faltenfilter filtrirt. Der Niederschlag wurde sorgfiiltig mit 
Filtrirpapier abgepresst, mit Wasser geschiittelt und mit ver- 
diinnter Schwefelsiiure zerlegt, bis neutrale oder amphotere 
Reaction eintrat. Die vom schwefelsauren Baryum getrennte, 
durch Thierkohle nach Moglichkeit stark entfarbte Lésung 
wurde auf dem Wasserbade bet 55—60° bis zur Syrupcon- 
sistenz eingeengt. Sie ging nach liingerem Stehen bei Zimmer- 
temperatur oder im Eisschrank allmiihlich in eine krystallinische 
Masse iitber. Dieselbe wurde von der Mutterlauge durch Ab- 
saugen getrennt und 1—2 mal unter Zusatz von Thierkohle 
tnkrystallisirt. Die Krystalle hatten die Gestalt feiner, biischel- 
formig gruppirter Nadeln. 

Die auf diese Weise abgeschiedene Substanz lost. sich 
leicht Wasser bei gewohnlicher Temperatur, ist jedoch 
nicht hygroskopisch. Die Analyse der einmal umkrystallisirten, 
zuniichst. im Vacuumexsiceator und darauf bei 100° bis zum 
constanten Gewicht getrockneten Substanz ergab  folgende 
Daten: 
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0.5190 g Substanz gaben 0,1335 g AgCl 


0.5012 >» 00,2075 g BaSO, 
> >» ccm. N, bei t = 23° und B == 766 mm. 


Es wurden also gefunden: 
Cl = 6,36%> 
Ba = 24,34°/o 
N = 5,170. 
Die Analyse der zweimal umkrystallisirten Substanz er- 
gab folgende Daten: 
g BaSO, und 0.1747 Ag(l 


(6892 ¢ Substanz gaben 0,2875 g 

OA408 , beim Verbrennen 0.1620 H,O und 0,594 g CO, 
05437 > > 0,1945 g H,O und 0.7257 g CO, 
0.5820 » 24.6 ccm. N, bei t = 23° und B= 764 mm. 


Die Analysenzahlen weisen somit auf ein Doppelsalz von 
BaCl, und dem Baryumsalz einer gepaarten Glycuronsdure 
von der Zusammensetzung (C,,H,,N,O,),Ba-+-H,O hin. 


Berechnet Gefunden 
fiir 
36,40 36,76 » 36,42", 
H 3,57 4,08 4,97 °/0 
N 4,99 4.79% 5 
Ba 24,4494 24.53 


Eine gepaarte Glycuronséure von der beschriebenen Zu- 
sammensetzung wiirde entstehen durch Zusammentritt von 
Glycuronsiiure mit einem Oxyantipyrin unter Wasseraustritt. 

Ueber die Stellung der Hydroxylgruppe kann_ natiirlich, 
so lange der Paarling nicht niiher untersucht ist, nichts aus- 
gesagt werden. 

Die wiisserige von Baryt befreite, mit Aetznatron stark 
alkalisch gemachte Losung des genannten Baryumdoppelsalzes 
lost CuSO, auf; sie reducirt dieses Salz beim Kochen nicht. 

Die mit 5° viger Salz- oder Schwefelsiiure gekochte und 
mit Aetznatron alkalisch gemachte wiisserige Losung reducirt 
jedoch CuS0,. 

Die wiisserigen Lisungen des Salzes. geben mit Eisen- 
chlorid eine Tokayerfarbe, mit Millon’schem Reagens die 
Millon’sche Reaction. 


es 
— 117 — 
| 
| 
é 
| 
: 
ote 


— 118 — 


Die specifische Drehung der wiisserigen Losungen dieses 
sarvumdoppelsalzes wurde mit dem Halbschattensaccharimeter, 
mit zweitheiligem Gesichtsfelde (Schmidt-Haensch) bestimmt, 
In der folgenden Tabelle sind die Befunde dieser Bestimmungen 
angefiihrt, wobet die Grodsse in Kreisgraden ausgedrtickt 
ist und zwar fiir |1— 1 dem. 


| | (a) fiir fiir 
| 


| 
106721 4,809 — 39,33° — 49,33 
5.605 | 1.03026 | —2.47° —- 42.82° | — 53.639 
2005 | 101471 | —1,96° — 44,36° | — 35,56° 


Die wiisserige LOsung des gegebenen Baryumdoppelsalzes 
zeigt somit Linksdrehung: die specifische Drehung nimmt beim 
Verdiinnen der Losungen zu. 

Die Anwesenheit von Chlorbaryum in diesem Doppelsalz 
erscheint insofern interessant, als das in das Doppelsalz 
eingehende Chlorbarvum die Krystallisation des neutralen Baryt- 
salzes der gepaarten Glycuronsiiure aus ihren anfinglichen, 
unreinen LOsungen begiinstigt, wie es der folgende Versuch 
zeigt. Zu 275 cem. einer Losung, welche bei der Zersetzung 
eines Bleiessigniederschlags erhalten, mit Ba(OH), neutralisirt 
worden war und eine Linksdrehung von — 2,95° aufwies, wurde 
eine wiisserige LOsung von Ag,SO, so lange hinzugefiigt, als 
die Lésung mit AgNO,+-HNO, einen Niederschlag gab: das 
Gemisch wurde filtrirt, das Filtrat wurde durch Thierkohle 
entfiirbt und bei 55—60° bis zur Syrupconsistenz eingeengt. 
Die erhaltene Lésung stand 7 Tage im Eisschrank, ohne zu 
krystallisiren. Nachher wurde diese Losung mit Wasser ver- 
diinnt und derselben eine wasserige Lésung von Chlorbaryum, 
welche ungefiihr 17 g des letzteren Salzes enthielt, zugesetzt 
und das Gemisch bis zur Syrupconsistenz eingeengt. Beim 
Stehen bei Zimmertemperatur verwandelte sie sich vollkommen 
in eine krystallinische Masse. Der abgeschiedene, mit Filtrir- 
papier abgepresste Niederschlag hatte ein Gewicht von 20 g. 
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Derselbe wurde zweimal umkrystallisirt und zunichst im 
Vacuumexsiccator, alsdann bei 100° bis zum constanten Gewicht 
vetrocknet; der Gehalt an Baryum betrug 24,50°/o. 

0,9868 g Substanz gaben 0.2445 g BaSQ,. 

Die freie gepaarte Siiure krystallisirt nicht oder krystal- 
lisirt jedenfalls sehr langsam aus den urspriinglichen Lo- 
sungen, welche durch Zerlegung der Bleiessigniederschliige mit 
Schwefelsiure erhalten wurden, wie es der folgende Versuch 
zeigt. 

Eine Menge ausgewaschenen Bleiessigniederschlags aus 
einem Antipyrinharn wurde rasch durch verdiinnte Schwefel- 
siiure zersetzt:; das Gemisch wurde sofort filtrirt: das Filtrat 
mit Aetzbaryt neutralisirt und mit dem Niederschlage und 
Thierkohle eingeengt. Die erhaltene eingeengte LOsung wurde 
von BaSO, und Kohle befreit und darauf bis zur Syrupcon- 
sistenz eingeengt. Zu dieser eingeengten LOsung wurde so 
lange verdiinnte H,SO, zugesetzt, als sich ein Niederschlag 
bildete. Die Loésung wurde durch Centrifugiren von dem 
Baryumsulfat abgeschieden und ungefiihr einen Monat bei 
niedriger Temperatur im Exsiccator gehalten, wobei sich keine 
Spur von Krystallisation bemerkbar machte. 

Die Darstellung der gepaarten Glycuronsiiure aus dem 
Harn in Gestalt ihres Natron- resp. Kalisalzes, und zwar ver- 
mittelst heissen, verdiinnten Alkohols erwies sich unbequem. 
Zu dem Zweck wurde der Antipyrinharn bei 55—60° fast bis 
zum Trocknen eingeengt: der Riickstand wurde zuniichst mit 
grossen Mengen 95°%;oigen Alkohols ausgezogen, dann mit 
79-—80°/oigem Alkohol theilweise auf dem Wasserbade_ bet 
60—65° unter Ofterem Schiitteln, theilweise durch Kochen 
auf dem Wasserbade in einem mit Riickflusskiihler versehenen 
Kolben extrahirt. Sowohl das erste, durch 75—80°/oigen 
Alkohol bei 60—65° erhaltene Extract, als das durch Kochen 
gewonnene drehten die Ebene des polarisirten Lichtes nach 
links. Die Extracte wurden mit Thierkohle bei 55—60° einge- 
dampft, das Gemisch wurde filtrirt und zuniichst mit 95°/oigem 
Alkohol, alsdann mit Aether so lange vermischt, als sich ein 
Niederschlag bildete; letzterer wurde iiberhaupt nur in unbe- 


} : 
i 
d 
4 
4 
q 
7 
7) 
4 
4 
ae 
a 


— 120 — 


deutenden Mengen erhalten; nach einigen Wochen krystaili- 
sirte ein unbedeutender Theil desselben aus. 

Die freie Oxyantipyringlycuronsiiure wird aus ihren wiisse- 
rigen Losungen weder durch Aether, noch durch Essigiither 
noch durch Amylalkohol extrahirt. 

Die vorliufigen Versuche, welche die Spaltung dieser 
gepaarten Siaure betrafen, erweisen, dass in dieselbe das Anti- 
pyrin als solches nicht eingeht. Die Spaltung wurde der- 
massen vorgenommen, dass eine wisserige LOsung des genannten 
Baryumdoppelsalzes mit Salzsiiure bis zu 5°» angesiiuert in 
einem mit Riickflusskiihler versebenen Kolben so lange auf 
dem Wasserbade gehalten wurde, bis eine maximale Rechts- 
drehung der Lésung erhalten wurde. Alsdann wurde die ab- 
gekiihlte Losung mit Chloroform so lange geschiittelt, als das 
Chloroform noch etwas extrahirte. Die Chloroformextracte 
wurden vereinigt, das Chloroform entfernt und der Riickstand 
mit Wasser und Thierkohle gekocht. Das Filtrat wurde ein- 
geengt und mit Eisenchlorid, Millon’s Reagens und Phosphor- 
wolframsiiure+-Salzsiiure gepriift. Alle diese Reactionen er- 
wiesen sich gewohnlich als sehr schwache. 

Meine weiteren Untersuchungen sind unter anderem 
daraui hingerichtet, zu erforschen, welche Mengen des in den 
Organismus des Hundes eingefiihrten Antipyrins in Gestalt der 
genannten gepaarten Glycuronsiéure ausgeschieden werden. 

Zum Schluss halte ich es fiir eine angenehme Pflicht, 
meinen herzlichen Dank Herrn Geheimrath Prof. Dr. Max Jaffe, 
aut dessen Vorschlag und unter dessen liebenswirdiger Leitung 
diese Untersuchung vorgenommen worden ist, auszudriicken. 


y 
; 
of 
q 
te 
q 
| 
2 
q 


Zur Kenntniss des Thyreoglobulins. 
Von 
Dr. med. et phil. A. Oswald, Privatdocent. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der medicinischen Klinik in Ziirich.) 


(Der Redaction zugegangen am 16. Januar 1901.) 


Wie ich in einer friiheren, in dieser Zeitschrift ver- 
Offentlichten Abhandlung!) gezeigt habe, lassen sich aus der 
Schilddriise zwei Eiweisskorper gewinnen, deren einer jod- 
haltig, der andere dagegen jodfrei, dafiir aber phosphorhaltig 
ist. Der jodhaltige K6rper, der die fusseren Eigenschaften 
eines Globulins triigt und deshalb Thyreoglobulin bezeichnet 
wurde, ist der Triiger der specifischen Wirksamkeit der Schild- 
driise. Dem Organismus einverleibt, bewirkt er eine Mehr- 
ausscheidung der stickstoffhaltigen Stoffe durch die Niere, beim 
Myxédemkranken bringt er die pathologischen Zustiinde zum 
Schwinden, und wie erst kiirzlich E. von Cyon und ich beim 
Hunde und Kaninchen nachgewiesen haben,?) besitazt er auch 
die eigenartige Wirkung des Jodothyrins auf den Blutdruck 
und die Pulsfrequenz. 

Das Thyreoglobulin enthilt siimmtliches in der Schild- 
driise vorkommende Jod in organischer Bindung, und aus ihm 
lasst sich durch Spaltung der jodhaltige Complex gewinnen, 
den Baumann als Jodothyrin bezeichnet hat. 

Meine Versuche hatte ich an Schilddriisen von Schweinen 
ausgefiihrt. Der Koérper, den ich aus diesen Driisen erhalten 
hatte, besass stets, selbst nach zwei verschiedenen Methoden 
dargestellt, die gleiche Zusammensetzung. Daraus durfte ent- 


1) Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXVII, 5. 15, 1899. 
2) Pfliiger’s Archiv f. die gesammte Physiol., Bd. 83, 5. 199. 
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nommen werden, dass das Thyreoglobulin ein charakteristisches 
physiologisches Produkt der Thyreoidea darstelle. 

Die Feststellung, dass das aus Schilddriisen anderer 
Thierarten gewonnene Thyreoglobulin die gleiche Zusammen- 
setzung oder wenigstens bei einer und derselben Species stets 
dieselbe procentarische Zusammensetzung besitze, war im 
hochsten Maasse geeignet, diese Anschauung zu_ bekriftigen. 
Sie war daher fiir die Beurtheilung der Function der Schild- 
driise von grosster Bedeutung. Ich habe es demzufolge unter- 
nommen, meine Untersuchungen auch auf die Thyreoidea 
anderer Thiergattungen und auf die des Menschen auszudehnen, 

Schilddriisen konnte ich in geniigender Menge nur vom 
Schaf, Rind und Kalb erhalten, dafiir war ich aber in der 
Lage, mir vom Menschen, ausser normalen Driisen auch aus- 
gesprochene Strumen in reichlicher Menge zu verschaffen. Die 
Untersuchung dieser letzteren schien mir ganz besonders ge- 
eignet, unter Umstiinden neue Anhaltspunkte zum Verstindniss 
des Kropfes zu liefern. Es war von besonderer Wichtigkeit, 
zu erfahren, wie sich das in pathologisch veriinderten Driisen 
vorhandene Thyreoglobulin zu dem = der normalen  Driisen 
verhiilt. 

Ich habe friiher gezeigt,!) dass die colloidreichen Strumen, 
im Vergleich zur normalen Thyreoidea, viel mehr Jod enthalten, 
ferner, dass ein gewisser Parallelismus zwischen dem Colloid- 
reichthum und dem Jodgehalt der Driisen besteht. Das Colloid 
erwies sich seinerseits als der Hauptmenge nach aus Thyreo- 
globulin bestehend. Es blieb daher noch iibrig, zu ermitteln, 
ob das Thyreoglobulin der normalen Driisen eine andere Zu- 
sammensetzung habe, als das der Strumen, oder ob dieselbe 
in beiden Fiillen die gleiche sei, der hdhere Jodgehalt der 
Strumen also bloss auf dem Vorhandensein einer grosseren 
Menge von Thyreoglobulin beruhe. 

Das Thyreoglobulin wurde aus den Schilddriisen nach 
dem frither schon geschilderten Verfahren?) durch Halbsiittigung 

1) Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXIII, S. 263, 1897. 

2) ibid., Bd. XXVII, S. 27. 
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des wiisserigen Driisenextractes mit Ammoniumsulfat ge- 
wonnen. Der Niederschlag wurde zum Zwecke der Reinigung 
verschiedene Male in Wasser gelést und mit Ammoniumsulfat 
wieder ausgefillt. Zum Schluss wurde aus der wiisserigen 
Losung der Eiweisskérper entweder direkt mit Essigsiiure ge- 
fillt und die Fallung auf dem Filter mit schwach angesiiuertem 
Wasser salzfrel gewaschen; oder die wiisserige LOsung wurde 
durch Dialyse salzfrei gemacht und der Eiweisskérper mit der 
vierfachen Menge Alkohol von 90°/o gefiillt. 

Der Niederschlag stellte in beiden Fiillen schneeweisse 
Flocken dar. 

Die aus den Driisen der verschiedenen Thierspecies und 
des Menschen erhaltenen Produkte besassen die gleichen 
chemischen und physikalischen Eigenschaften, welche mit den 
schon friher geschilderten') iibereinstimmten. 

Die Coagulationstemperatur betrug beim Thyreoglobulin 
des Hammels, Ochsen und Kalbes in einer 10°/o Magnesium- 
<ulfat enthaltenden Lésung 67° C.; beim Schwein hatte ich 
unter denselben Bedingungen 65° bis 66°C. gefunden. Auch 
die Zusammensetzung war die gleiche; bloss der Jodgehalt war 
bei den verschiedenen Thyreoglobulinen Schwankungen unter- 
worfen, auf die wir alsbald zu sprechen kommen werden. 

Die Priaparate wurden zuerst bei 80°, dann bei 110° 
und 120° C. bis zur Gewichtsconstanz getrocknet und der 
Klementaranalyse unterzogen. 

Es wurden von den verschiedenen Thierspecies mehrere 
Praparate angefertigt, da es mir besonders darauf ankam, 
festzustellen, ob etwa bei derselben Thiergattung Schwankungen 
in der Zusammensetzung, vorzugsweise im Jodgehalt, vorkiimen. 

Bevor ich die Resultate der Analysen mittheile, muss 
ich noch Einiges tiber das zur Bestimmung des Jods ange- 
wendete Verfahren erwihnen. 

Anfanglich hatte ich, wie auch schon friiher, das Jod 
entweder nach Carius oder durch Schmelzen im Nickeltiegel 
in Gegenwart von iiberschiissigem Aetznatron, Aufnehmen der 


1) Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXVI, S. 28. 
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Schmelze in Wasser, Fallen aus der mit Salpetersiiure ange- 
siiuerten Losung mit Silbernitrat und Wiagen des Silbernieder- 
schlags bestimmt. Es fiel mir jedoch im Verlauf der Unter- 
suchungen auf, dass der erhaltene Silberniederschlag nicht 
immer das gelbe Aussehen des Jodsilbers hatte, sondern nach 
kurzer Zeit) schmutzig grau wurde. Der Verdacht auf das 
Vorhandensein von Chlorsilber war somit gegeben. In der 
That wird nach diesem Verfahren, falls in der Asche des Ei- 
weisskorpers Chlor vorhanden ist, dasselbe mitgefillt und da- 
durch ein zu hoher Jodgehalt vorgetiiuscht. 

Meine friiheren Angaben tiber den Jodgehalt des Thyreo- 
globulins des Schweines,!) zu dessen Bestimmung ich mich der 
Fiaillung mit Silber bedient hatte, miissen daher auch, wie wir 
gleich sehen werden, dementsprechend richtig gestellt werden. 

In der Folge habe ich das Jod mit Hilfe eimer von 
Fresenius?) empfohlenen Methode bestimmt, welche die 
vollstiindige Trennung des Jods vom Chlor ermdglicht. Ich 
bin dabei folgendermaassen vorgegangen : 

Das Thyreoglobulin wird im Nickeltiegel, in Gegenwart 
von Wasser, mit reinem Aetznatron iiber freier Flamme so 
lange erhitzt, bis die Loésung eingedampft ist: darauf Salpeter 
zugefiigt und vollstindig verascht. Alsdann wird die erkaltete 
Schmelze in Wasser aufgenommen, die Losung in eine Flasche 
mit eingeriebenem Glasstopfen filtrirt, dazu etwa 10 ccm. 
Schwefelkohlenstoff gefiigt und darauf mit Schwefelsiure, in 
welche salpetrige Siure eingeleitet worden ist, angesiiuert. 
Dann wird genau nach Fresenius’ Vorschrift mit gereinig- 
tem Schwefelkohlenstoff ausgeschiittelt und letzterer wieder- 
holt mit Wasser gewaschen. (Vergl. Fresenius loc. cit.). 
Zu dem in Schwefelkohlenstoff gelésten Jod werden 30 ccm. 
einer 0,5° oigen Aufldsung von doppeltkohlensaurem Natron 


1) Vergl. Zeitschr. f. physiol. Chemie, B. XXVII und ferner betreffs 
des Jodgehalts des Thyreoglobulins des Hammels, des Ochsen und des 
Menschen: Verhandlg. der Gesell. deutsch. Naturf. und Aerzte, 71. Ver- 
sammlg. 1899, II. Theil, Il. Hialfte, 5. 491. 
| Anleitg. z. quant. chem. Analyse, 6. Aufl., Bd. I, 5. 482. 
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gebracht und aus einer Burette, unter geeignetem Umschiit- 
teln, so lange von einer sehr verdiinnten Lésung von unter- 
-chwefeligsaurem Natron, deren Titer mit Hiilfe einer Jod- 
kaliumlésung von bekanntem Gehalt vorher festgestellt worden 
ist, zufliessen gelassen, bis der Schwefelkohlenstoff eben voll- 
stiindig entfirbt ist. Aus der Menge der verbrauchten Cubik- 
centimeter lasst sich der Jodgehalt berechnen. 

Diese ausgezeichnete Methode, welche iibrigens den Vor- 
theil hat, wenig Zeit zu fordern, liefert, wie ich mich mit 
Hilfe von Praparaten von bekanntem Jodgehalt iiberzeugt 
habe, ganz genaue Resultate. 

Noch einfacher und ebenso genau, falls es sich um die 
sestimmung kleiner Mengen Jod handelt, ist das colorimetrische 
Verfahren nach Rabourdin, dessen ich mich friiher schon 
hedient hatte, von welchem ich aber eine Zeit lang abge- 
kommen war, um den mit Unrecht gegen dieses Verfahren 
erhobenen Einwiinden zu entgehen. Nachdem ich mich aber 
wiederum tiberzeugt hatte, dass durch diese ecinfacle Methode 
die gleichen Resultate erhalten werden, wie mit dem soeben 
geschilderten Verfahren, so habe ich dieselbe wieder in An- 
wendung gebracht. 

Uebrigens lassen sich auch diese beiden Methoden mit 
Leichtigkeit vereinigen. Es geniigt dazu, anstatt Chloroform 
eine abgemessene Menge Schwefelkohlenstoff zu. verwenden 
und den Jodgehalt zuerst colorimetrisch und nachher mittelst 
der Natriumthiosulfatlbsung zu bestimmen. 

Um mit dem colorimetrischen Verfahren genaue Resul- 
tate zu erzielen, ist es erforderlich, dass im Verhialtniss zu 
der zu bestimmenden Jodmenge nicht zu wenig Schwefel- 
kohlenstoff verwendet wird, da sonst die intensive Firbung 
der Lésung feinere Unterschiede wahrzunehmen nicht mehr 
gestattet. Es diirfen hochstens 0,8 mg Jod auf 10° ccm. 
Schwefelkohlenstoff kommen; bei grésseren Mengen Jod_ soll 
deshalb entsprechend mehr Schwefelkohlenstoff gebraucht 
werden. 

Chlor wurde in der Art bestimmt, dass dessen Menge 
berechnet wurde aus dem mit Hiilfe emer der beiden ange- 
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gebenen Methoden gefundenen Jodgehalt und der durch Fiillen 
mit Silbernitrat erhaltenen gesammten Halogenmenge. 

Das Chlor wurde aber auch direkt neben Jod bestimmt, 
indem der nach dem Veraschen mit Aetznatron und Salpeter 
auf Zusatz von Silbernitrat erhaltene Halogensilberniederschlag 
mit einem Gemenge von 7 Theilen Wasser, 1 Theil concen- 
trirtem Ammoniak und 1 Theil Alkohol') in der Kite digerirt 
wurde. Das unldsliche Jodsilber wurde alsdann abfiltrirt, mit 
demselben Gemenge ausgewaschen, getrocknet und gewogen. 
Aus dem Filtrat und Waschwasser wurde das in Lésung ge- 
eangene Chlorsilber durch Anséuren mit Salpetersiiure wieder 
ausgefiillt und in der tiblichen Weise zur Wagung gebracht. 

Ich lasse nunmehr die analytischen Daten folgen: 


Thyreoglobulin des Hammels.?) 


Priparat I. 

0.2397 ¢ Substanz gaben beim Verbrennen im offenen Rohr 0.4569 ¢ 
CO, = 0,1246 C = 51,98 C, und 0.1516 g H,O = 0.0168 H = 6,98 %Jo H. 
),2295 g substanz leferten 0.0441 g NH,8) = 0,0363 N = 15,80° 0 N. 

0.5462 ¢ Substanz gaben beim Schmelzen im Nickeltiegel (beim 
Titriren mit nioo Thiosulfatlbsung und nach dem colorimetrischen Ver- 
fahren) 0.00277 ¢ J =0.509/o J. 

0.6546 ¢ Substanz gaben beim Schmelzen im Nickeltiegel (nach 
dein Trennungsverfahren mit verdiinntem Alkohol) 0.00685 g AgJ = 
0.0037 J = 056% J, und 000435 g AgCl 0,00106 g Cl == 0,16 %/o Cl. 

Im Mittel: O53°%o J. 


Priparat IL. 
O.3910 ¢@ Substanz gaben beim Schmelzen im Nickeltiegel und 
Titriren mit Thiosulfatlésung 0,002079 ¢ J = 0.33% J. 


Praparat III. 


O.8910 ¢ Substanz gaben nach demselben Verfahren 0,001078 g¢ J 
0.27 J. 


1) In verdiinntem Ammoniak ist. entgegen den Behauptufhgen der 
Lehrbiicher, Jodsilber in geringer Menge léslich. Der Zusatz von Alkoho! 
von 90°. hebt diese Léslichkeit auf. 

2) Die Schilddriisen vom Hammel und Ochsen stammten aus Ziirich 
und waren vorwiegend von normaler Grésse und Beschaffenheit. 

3) Die Stickstoffbestimmungen wurden alle nach Kjeldahl aus- 
cefihrt. 
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Praiparat IV. 


0.5262 g Substanz gaben 0.001386 J = 0.26% J. 
Priparat V. 
0.4519 g Substanz gaben 0,002002 Jo = 044° J. 


Praparat L. 
0.7900 ¢ Substanz gaben 0.00218 ¢ AgCl 0,00053 Cl = 0,060 CL 
0.7366 g Substanz gaben 0,1035 g BaSO, = 0,0142 gS = 1,92°o 5. 
0.8284 ¢ Substanz gaben 0.1183 g BaSO, = 0,0162 g5 = 
Im Mittel: 1,94° 0 3. 
0.2575 ¢ Substanz gaben 0.0017 g Asche = 0,66°/o Asche. 


0.2446 g Substanz gaben 0.0016 g Asche == 0,65°%/o Asche. 
Im Mittel: Asche. 


Aus dem Mittel der Procentwerthe ergeben sich, auf die 
aschefreie Substanz berechnet, folgende Zahlen: 
H 7,02, 
N 15,90, 
J) 0,39, 
1,95. 


Thyreoglobulin des Ochsen. 


0.2610 gSubstanz gaben beim Verbrennen 0,49975 g CO, =0,1363 € 
= 52.22°5 C, und 0.1662 g H,O =0180 H=6,90°/o H. 

0.1969 g Substanz gaben 0.0471 ¢ NH, = 0,0388 N = 15,85° 9 N. 

0.4617 ¢ Substanz gaben (durch Titriren mit Thiosulfatlbsung und 
colorimetrisch) 0,004312 g J=0,93°% 0 J. 

0,6939 ¢ Substanz gaben 0,01205 g AgJ = 0,0065 J = 0,93°/o J und 
Spuren von Cl. 

0.7182 ¢ Substanz gaben 0,00905 AgJ = 0.00529 J = 0,73 °/o J und 
Spuren von Cl. 

Im Mittel: 0.86% J. 

0.6939 Substanz gaben 0,09545 BaSO, = 0.01283 g 5 = 1.84905. 

0.7182 ¢ Substanz gaben 0,09555 g BaSO, = 0,01312 g 5 = 1,82°/0 5. 

Im Mittel: 1,83°)5 

0.2420 ¢ Substanz gaben 0.0010 g Asche = 0.45% Asche. 


1) Das Chlor wurde hier sowie bei den folgenden Analysen weg- 
gelassen. da wir annehmen diirfen, dass es aus dem Chloralkali der 
Asche stammt. 
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Auf aschefreie Substanz berechnet, sind die Procentwerthe 
folgende : 
C 2,45, 


H 6,93, 
N 15,92, 
S 1,83. 


Thyreoglobulin des Kalbes. 

Das Thyreoglobulin des Kalbes wurde aus Schilddriisen, 
die aus Ziirich, und solchen, die aus Paris stammten, ge- 
wonnen. Die ersteren waren siimmtlich mehr oder weniger 
strumés entartet, zum Theil von ungewohnlich grossem Um- 
fang, die letzteren dagegen von normaler Groésse und Be- 
schaffenheit. 

Die Untersuchung des Thyreoglobulins dieser verschiedenen 
Provenienz hat, wie wir bald sehen werden, zu wichtigen 
Befunden gefiihrt. 


Thyreoglobulin des Kalbes aus Zirich. 
Priparat 
0.23665 g Substanz gaben 0.4569 g CO, = 0,1246 g C = 52.65 ° 9 C, 
und 0.1495 g H,O =0,0166 g H=7,0L°o H. 
0.2516 g Substanz gaben 0.0483 g NH, = 90,0398 g N = 13,.85° N. 


0.1972 ¢ Substanz gaben 0.0883 NH, =0,0516 g N = 16,0490 N, 


Im Mittel: 15.94% N, 


Priparat Il. 


Praparat IIL. 
J =0. 

Priparat I. 
0.5958 g Substanz gaben 0,01645 g AgCl = 0,00-402 g Cl = 0,67? 0 Cl. 
0.5030 g Substanz gaben 0,01245 g AgCl = 0,00304 g Cl = 0.60" o Cl. 
Im Mittel: 0,63 ° 0 Cl. 
0.5958 g Substanz gaben 0,0869 g BaSO, = 0,0119+4 g 5 = 2,00 90 5. 
0.2315 g Substanz gaben 0.0008 g Asche = 0.34° 0 Asche. 
0.26375 g Substanz gaben 0,00085 g Asche = 0,32" 0 Asche. 
Im Mittel: Asche. 
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Auf aschefreie Substanz berechnet, sind die Procentwerthe 
folgende : 
C 52,80, 


H 1,04, 
N 18,99, 
J O.0 


2,00. 


Thyreoglobulin des Kalbes aus Paris. 
Es wurden verschiedene Priiparate angefertigt. 
Praparat I. 
0.2385 g Substanz gaben 0.001232 ¢ J = 0.41°/o J. 
Priparat IL. 
0.3470 g Substanz gaben 0.001848 g J = 0,53" 0 J. 
Priparat Il. 


0.2160 ¢ Substanz gaben O.00L386 ¢ J = 064° 5 J. 
Im Mittel: OQ.56%o J. 


Der Uebersicht halber mégen die vier untersuchten 
Thyreoglobuline neben einander gestellt: werden. 
Thvreoglobulin 


des Schweins,. des Hamimels, des Ochsen, des Kalbs 


aus Krépfen aus normalen Drisen. 


C 52,21 52,32 92,45 52,80 — 
6 7,02 6.95 704 
N 16,5 15,90) 15,92 15,99 -- 
J ) 0) () 0,56 
1,86 1,9 1,83 2.00 
(QO) (22,15) (22. (22,01) (21,61) — 


Aus den eben angefiihrten Analysen geht hervor: 
dass ein Eiweisskorper von den Eigenschaften des friiher 
schon niéher studirten Thyreoglobulins, aus Schilddriisen vom 


1) Der friiher angegebene Jodgehalt des Thyreoglobulins des Schweins 
(1.66 °/o) ist aus den schon erwahnten Griinden zu hoch. Er betriigt, wie 
ich mich nachtriglich an den von meinen friiheren Untersuchungen ibrig 
vebliebenen Priaparaten iiberzeugt habe, bloss 0,46° 0. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXII. 
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Schwein gewonnen, sich bei allen untersuchten Thierarten 
nachweisen liisst, somit einen charakteristischen Bestandthei| 
der normalen Schilddriise bildet: 

ferner, dass das Thyreoglobulin bei einer und derselben 
Thierart (vergl. Ochs und Kalb), vom Jod abgesehen, die 
gleiche Zusammensetzung hat; 

schhiesslich, dass die Zusammensetzung des Thyreo- 
globulins sogar bei den verschiedenen untersuchten Siiugern, 
wiederum vom Jod abgesehen, annihernd die gleiche ist. 

Beim Vergleich der analytischen Werthe fillt es aber aul, 
dass der Jodgehalt von einer Thiergattung zur anderen ver- 
schieden ist — beim Schwein 0,46°/o, beim Hammel 0,39°/0, 
beim Ochsen 0,86°)o —, und dass er sogar, was wichtiger ist, 
bei einer und derselben Thierart zwischen Null (Kalb) und 
O.86°%o (Rind) schwanken kann. 

Die Untersuchungen iiber das Thyreoglobulin aus Kalbs- 
driisen aus Ziirich erstrecken sich auf etwa 50. verschiedene 
Schilddriisen, die somit alle jodfrei waren, d. h. ein jodfreies 
Thyreoglobulin enthielten. 

Die Thatsache, dass das Thyreoglobulin der Kalber kein 
Jod enthiilt, ist von besonderer Bedeutung; sie stimmt mit 
den Angaben verschiedener Autoren iiberein,!) welche dic 
Schilddriisen neugeborener oder junger Menschen und Thiere 
jodfrei oder nahezu jodfrei gefunden haben. 

Das giinzliche Fehlen des Jods im Thyreoglobulin der 
Kiilber kann darin seine Erklirung finden, dass die Thiere, 
die von Muttermilch leben, kein Jod zu sich nehmen, was mit 
der allgemein giiltigen Ansicht, dass das Jod mit der Nah- 
rung in den Organismus gelange, im Einklang steht. Damil 
ist aber nicht) erklart, warum in Thyreoglobulin der 
Pariser Kiilber Jod in ziemlich betriichtlicher Menge (0,56° 0, 
als Mittel aus 3 aus verschiedenen Driisen gewonnenen Pri- 
paraten) gefunden wurde, man miisste denn annehmen, das- 


1) Baumann, Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. XXII, 5. 11. Weiss. 
Miinch. Med. Wochenschr. 1897, 3. 6. Meine friiheren Beobachtungen, 
Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. XXII, S. 291. 
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diese Kalber schon andere Nahrung als Muttermilech zu sich 
genommen hatten. Diesbeziigliche Nachforschungen machten 
aber letzteres nicht wahrscheinlich, 

Der Grund, warum das eine Mal Jod giinzlich mangelt, 
das andere bis zu 0,56°/o vorkommt, ist anderswo zu suchen. 

Ich machte schon darauf aufmerksam, dass die Schild- 
driisen aus Ziirich siimmtlich strumés entartet, d. h. betriichtlich 
vergrossert waren. Die kleinsten wogen 60—70 g, die mittleren 
erheblich mehr, bis 150 g, einzelne aber erreichten das hohe 
Gewicht von beinahe 300 g,!) wiihrend die gleichen Driisen 
aus Paris viel kleiner waren und bloss 15—20 @ oder noch 
weniger wogen. 


Ferner waren die Kroépfe der Ziiricher Kiilber, worauf 


hesonders Gewicht gelegt werden moge, nicht Colloidkropte, 
sondern Strumen einfach hypertrophischer Art. Colloid) war 
darin uberhaupt nicht zu sehen. Die Pariser Driisen dagegen 
liessen, wie das bei normalen Driisen der Fall zu sein pflegt, 
deutliche Colloidkiigelchen erkennen. 

Die Erfahrung, dass einerseits siimuntliche Driisen aus 
Ziivich sogenannte hypertrophische oder hyperplastische Strumen 
waren, kein Colloid erkennen liessen und jodfreies Thyreo- 
globulin in sich bargen, kann wohl nicht auf Zutfall beruhen, 
da sie sich auf zahlreiche, etwa 100 Schilddriisen erstreckt. 
In welchem Zusammenhange diese Verhiiltnisse zu einander 
stehen, und wie sie zu deuten sind, soll weiter unten be- 
sprochen werden. 

Dass gerade das Auftreten des Colloids mit dem Jod- 
gehait der Schilddriise oder, richtiger gesagt, des Thyreo- 
globulins in Zusammenhang steht, und dass der Jodgehalt der 
Driisen nicht allein von deren Grésse, sondern vom Gehalt an 
Colloid abhiingt, steht im Einklang mit memen friiheren aus- 
gedehnten Untersuchungen tiber diesen Gegenstand.*) 
beispiel mag hier besonders hervorgehoben werden. 


1, Simmtliche hier erwihnten Gewichte beziehen sich auf frische 
Driisen. 
*) Vergl. Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. XXIII, 5. 265. 
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Kalbsdriisen, die trocken 10g (= frisch etwa 50 g) wogen, 
in welchen Colloid nicht zu erkennen war, enthielten trotz ihres 
hohen Gewichtes nur minimale Jodmengen, O,8 mg, oder selbst 
nur Spuren davon, wahrend viel weniger umfangreiche, colloid- 
reiche Driisen mit einem 5mal geringeren Gewicht von 2,5, 2,7 und 
2,1 g (= frisch ca. 10 g), 7,7, 4,15 bezw. 4,3 mg Jod enthielten. 

Ob man den jodfreien Eiweisskorper, der aus den Ziiricher 
Kalbsschilddriisen gewonnen wurde, itiberhaupt als eigent- 
liches Thvreoglobulin bezeichnen darf, ist fraglich. Denn 
es hat sich bei der Priifung seiner physiologischen Eigenschaften, 
im Gegensatz zu dem jodhaltigen Thyreoglobulin, als génzlich 
wirkungslos, sowohl auf blutdruck als auf Pulsfrequenz erwiesen.') 

Dieser letzte Befund legt uns beziiglich der Natur der 
erhaltenen Eiweisskorper zwei Moéglichkeiten vor. Entweder 
stellt der jodfreie Eiweisskorper, der, abgesehen vom Jod, die 
Zusammensetzung des Thyreoglobulins hat, die eine Componente 
dar, aus welcher durch Addition von Jod oder Substitution mit 
Jod das Thyreoglobulin, d.h. der physiologisch wirksame Korper 
hervorgeht. Daraus wiirde folgen, dass die Wirksamkeit des 
Thvreoglobulins von dem Vorhandensein von Jod  abhingig 
ist — und zwar ist hier auch die Bindung an der bestimmiten 
noch unbekannten Stelle innerhalb des Eiweissmolekiils, wie 
sie durch die Jodirung intra corpus. stattfindet, massgebend, 
da das kiinstliche in vitro jodirte Eiweiss die eigenartige Wirk- 
samkeit des Thyreoglobulins nicht besitzt. Oder aber dieser 
jodfreie Eiweisskorper stellt tiberhaupt kein Thyreoglobulin dar, 
sondern ist ein Eiweisskérper, der auch normaler Weise in 
der Driise vorkommt, der aber mit dem Thyreoglobulin gefallt 
wird, weil er bei der gleichen Salzconcentration, wie das 
Thyreoglobulin, ausfiillt. In diesem Falle wiire es aber autfailend, 
dass dieser Kiweisskorper gerade auch, wie das Thyreoglobulin, 
durch Zusatz verdiinnter Siiuren aus seiner wiisserigen Losung 
gefallt wiirde, eine Eigenschaft, die andere Globuline wie z. b. 
das Serumglobulin nicht haben, und dass er die gleiche Ge- 
rinnungstemperatur wie das Thyreoglobulin besiisse. 

Cyon u. Oswald. Pfliiger’s Arch. f. d. gesaminte Physiol. 


Bd. 83. S$. 202. 
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Wiire dem so, dann wiirde der bisher als Thyreoglobulin 
hezeichnete Korper ein Gemenge von dem eigentlichen jod- 
haltigen Thyreoglobulin und von dem jodfreien Eiweisskorper 
sein, und eine geeignete Trennungsmethode beider Korper 
wire noch zu finden. Dabei ist aber zu bemerken, dass dieser 
jodtreie Eiweisskorper dieselbe elementare Zusammensetzung 
haben miisste, wie der jodhaltige, da das jodfreie Priiparat aus 
den strumésen Kalbsdriisen den gleichen Kohlenstof!-, Wasser- 
stoff und Stickstoffgehalt besitzt wie der jodhaltige aus den 
Qchsendriisen. Es ist daher eher anzunelimen, dass beide Prii- 
parate den gleichen Korper darstellen, der in dem einen Falle 
jodirt, in dem anderen nicht jodirt ist. Auf diese letzte Er- 
scheinung, welche das fiir die Function der Schilddriise eigent- 
lich Charakteristische darzustellen scheint, werden wir spiiter, 
nachdem wir die Verhiiltnisse bei den menschlichen Schild- 
driisen werden kennen gelernt haben, sprechen kommen. 

An dieser Stelle moéchte ich erwihnen, dass Blum?) 
schon darauf aufmerksam gemacht hat, dass der Jodgehalt des 
Thyreoglobulins ein schwankender sein kann. Die Untersuch- 
ungen von blum waren aber fiir mich insofern belanglos, als 
dieser Autor das Jod nach der Methode von Carius bestimmt 
hatte, die, wie ich schon bemerkt habe, in diesem Falle keine 
brauchbaren Resultate liefert, da das Chlor der Asche mit dem 
Jod zusammen in Rechnung kommt. Schwankungen im Asche- 
gehalt mussten daher Schwankungen im Jodgehalt vortiuschen.?) 


1) Pfliiger’s Archiv f. d. ges. Physiol., Bd. 77. S. 70. 
2 Dazu kommt, dass kleine Schwankungen im Jodgehalt. wie 
tiberhaupt in der Zusammensetzung des Thyreogiobulins, ihren Grund in 
dem verschiedenen Blutgehalt der verarbeiteten Driisen haben kinnen. Bei 
Halbsiittigung des wisserigen Driisenextractes mit Ammoniumsulfat wird 
ja auch das Serumglobulin gefallt; ist eine Driise sehr blutreich und vor 
der Verarbeitung nicht griindlich mit Wasser ausgewaschen worden, so wird 
das erhaltene Produkt, in Folge der Beimengung von Serumglobulin, 
einen entsprechend geringeren Jodgehalt besitzen. 

Die Driisen kénnen, so weit itberhaupt moéglich, leicht von ihrem 
Hlut befreit werden, wenn man sie vor der Zerkleinerung 1—2 Tage 
im Eisschrank in Wasser, unter Zusatz von Toluol, liegen liisst und 
dasselbe so oft erneuert, bis es sich nicht mehr roth firbt. 
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Beiliufig sei auch erwiihnt, dass ich der behauptung 
Blum’s, fiinde den verschiedenen Thyreoglobulin- 
praparaten, die durch wiederholte Extraction der gleichen 
Schilddrisen mit Wasser erhalten werden, einen verschiedenen 
Jodgehalt, nicht beistimmen kann. Ich habe auf diese angeb- 
liche Erscheinung geachtet, aber allemal die gleichen Jodwerthe 
gefunden. Die Priparate II, Hl und IV) des Thyreoglobulins 
vom Hammel, welche durch auf einander folgende Extraction 
der gleichen Sechilddriisen erhalten wurden, stimmen mit 
ihrem respectiven Jodgehalt von 0,33, 0,27 und 0,26° 0 sehr 
gut mit einander tiberein. 


Thyreoglobulin des Menschen. 


Im Weiteren habe ich Schilddriisen vom Menschen unter- 
sucht, und zwar, wie Eingangs erwiéhnt, sowohl normale als 
auch pathologisch veriinderte Driisen, ferner Driisen von Kindern. 

Zu diesen Untersuchungen standen mir nur Colloidkrépfe 
zur Verfiigung. Strumen einfach hypertrophischer Art konnte 
ich mir bisher nicht verschatfen. 

Um einerseits sicher zu sein, normale Schilddriisen vom 
Menschen in Hiinden zu haben, wurden solche in Bearbeitung 
genommen, die aus einer Gegend stammten, in welcher keine 
Kropfendemie herrscht. Es wurde mir zu diesem Zweck in 
freundlichster Weise vom Prosector des pathologisch-anatomi- 
schen Instituts des Krankenhauses in Hamburg - Eppendorf, 
H. Dr. Friinkel, eine gréssere Anzahl Schilddriisen tibersandt. 
Ks ist mir eine angenehme Pflicht, auch an dieser Stelle Herrn 
Dr. Friinkel meinen wiirmsten Dank fiir sein bereitwilliges 
Entgegenkommen und die mir dadurch gewahrte Unterstiitzung 
auszusprechen. | 

Andererseits wurden Colloidstrumen aus Basel und aus 
Ziirich verarbeitet, beides Stiadte, wo der Kropf endemisch 
vorkommt. 

Da sich unter den mir zugeschickten Schilddriisen aus 
Hamburg auch einige befanden, welche im Verhiiltniss zu den 
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iibrigen Hamburger Driisen colloidreicher uud vergrossert waren 
sie erreichten ein Gewicht von 70—80 und 90 g, withrend 
normale Driisen bloss 30—50 ¢ wiegen,!) so wurden dieselben 
von den iibrigen getrennt und besonders untersucht. 

Die Gewinnung des Thyreoglobulins erfolgte nach dem 
schon beschriebenen Verfahren. Es_ stellte sich dabei nichts 
Besonderes heraus, auch das Aussehen des aus Strumen ge- 
wonnenen Thyreoglobulins zeigte nichts Auffilliges. Die all- 
vemeinen chemischen Eigenschaften der Korper waren die 
sleichen wie die des Thyreoglobulins aus den Schilddriisen 
von Thieren. 

Der Coagulationspunkt lag in einer 10°/o Magnesiumsulfat 
enthaltenden Lésung bei 71,0° C. 

Die durch Dialyse vom Ammonsulfat befreiten Thyreo- 
globulinlbsungen wurden mit Alkohol von 90°;o versetzt und 
das in Flocken ausgeschiedene Thyreoglobulin abfiltrirt, ge- 
trocknet und der Elementaranalyse unterworfen. 


Es modgen die analytischen Daten folgen: 


Thyreoglobulin aus Colloidstrumen des Menschen aus Basel. 

0.2332 g Substanz gaben 0.4433 g CO, = 0,1209 g C == 51,84 °%/o C, 
und 0,1447 g H,O = 0,0160 g H = 6,89°/o H. 

0,2831 g Substanz gaben 0,0525 g NH, == 0,0433 g N = 14,31°%o N. 

0.4908 g Substanz gaben2) 0.00046 g J = 0,09% J. 

0.5484 g Substanz gaben 0,000308 g J = 0,05°0 J. 

Im Mittel: 0,07°/o J. 

0,5992 g Substanz gaben 0,00657 ¢g AgC] — 0,00159 g Cl = 0,26" 0 CL. 

1.5652 g Substanz gaben 0;01348 g AgC] = 0,00326 ¢g Cl = 0,20°/o C1. 

Im Mittel: 0,23°'o Cl. 

0,6132 g Substanz gaben 0,0906 g BaSO, = 0,01244 g 5 = 2,02°%0S. 

1.5652 Substanz gaben 0.21095 g BaSO, == 0,02895 g S = 1,849 0S. 

Im Mittel: 1,93°/o S. 

0.3016 g Substanz gaben 0.0011 g Asche = 0.36% 0 Asche. 

0,3053 g Substanz gaben 0.0011 g Asche 0,36°/o Asche. 

Im Mittel: 0,36° 0 Asche. 


1) Vergleiche meine friitheren Auseinandersetzungen, Zeitschr. f. 
physiol. Chem., Bd. XXIII, S. 270. 

2) Da, wo nichts Weiteres bemerkt ist, wurde das Jod nach dem 
Titrirverfahren mit Thiosulfatlésung bestimmt. 
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Auf aschefreie Substanz berechnet: 
C 52,02 


H 691 
N 15,32 
0,07 


S 1,93 
Thyreoglobulin aus Colloidstrumen des Menschen aus Ziirich. 


0.2268 g Substanz gaben 0.4283 CO, g = 0.1168 g C = 51,50°, 
und 0.1364 ¢ H,O = 0,0151 ¢ H = 6.68°. H. 
0,2103 Substanz gaben 0.3969 g CO, = 0,1082 ¢ G = 51,470 
Im Mittel: 51,48°0 G und 6,68 %Jo H. 
0.2748 g Substanz gaben 0,0524 ¢ NH, = 0,0432 ¢ 
0.5361 g Substanz gaben 0.0009 J = O17°%o J. 
0.5243 g Substanz gaben 0,0012012 g J = 0,22 ° 
Im Mittel: 0,19°%o J. 
0.6582 ¢ Substanz gaben 0,01094 g AgCl = 0,00265 g Cl = 0,40 ° 9 CL. 
0,7155 Substanz gaben 0.00753 g AgCl = 0,00183 g Cl = 0,25 ° Cl. 
Im Mittel: 082° Cl. 
0,6582 g Substanz gaben 0,09105 g BaSO, = 0,0125 g 5 = 1,89 ° 5 
0,7155 g Substanz gaben 0.10195 g BaSO, = 0,0140 g 5 = 1,95 °o 
Im Mittel: 1,92°/o 
0.2530 g Substanz gaben 0,0014 g Asche = 0,55 °/o Asche. 
0.2626 ¢ Substanz gaben g Asche 
Im Mittel: 0.56% Asche. 
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0.57 Asche. 


Auf aschefreie Substanz berechnet: 
C 61,77, 
H 6,71, 
N 15,09, 
J 0,19, 
S 1,93. 


Thyreoglobulin aus normalen Schilddrtisen des Menschen 

aus Hamburg. 
0.2174 g Substanz gaben 0.4103 g CO, = 0,1150 g C = 51,47° C. 
0.2502 g Substanz gaben 0,1539 g H,O = 0,0171 gH = H. 
0.2873 Substanz gaben 0,0536 NH, = 0,0442 g N = 15,4190 N. 
0.2497 ¢ Substanz gaben 0,0479 ¢ NH, = 0,0383 g N = 15,35 90 N. 
Im Mittel: 15,38° N. 
0.6601 g Substanz gaben 0,00231 
0.3600 Substanz gaben 0,00123 
Im Mittel: 0,34°%o J. 


| 


0,35 %o J. 
0.34% J. 
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0.7239 g Substanz gaben O,0114 g AgCl = 0,0027 g Cl = 0,37 Cl. 
1.5349 g Substanz gaben 0,0237 ¢ AgCl = 0.0057 g Cl = 0,429 CL 
Im Mittel: 0,39 Cl. 

0.7239 ¢ Substanz gaben 0,0964 g BasO, = 0,01321 g 5 = 1,82 %o 5. 
1.5349 g Substanz gaben 0.1860 g BaSO, = 0.02554 ¢ S = 1,91 %o 5. 
Im Mittel: 1,86°% 0 5. 

0.2640 g Substanz gaben 0.0020 ¢ Asche = 0,75°o Asche. 
0.2599 ¢ Substanz gaben 0.0020 Asche = 0.76% Asche. 

Im Mittel: 0.75°o Asche. 


Auf aschefreie Substanz berechnet: 
H G88, 
N 15,49, 
J O34, 
1.86. 


Thyreoglobulin aus vergrésserten (colloidreichen) Schilddriisen 
des Menschen aus Hamburg. 


(0),2292 g Substanz gaben 0,4322 g CO, = 0,1178 g C = 51,42 °o € 
und 0.14443 ¢ H,O = 0.0160 ¢ H = 7.00%. H. 

0.2930 Substanz gaben 0.0548 NH, = 0,0452 g N = 15,43 N. 

0.2625 g Substanz gaben 0.0485 ¢ NH, = 0,0400 ¢ N = 15,25 %o N. 


Im Mittel: 15.34 N. 
0.2241 g Substanz gaben 0,0004235 g J = O19%o J. 
0.6000 g Substanz gaben 0,0046 g AgCl = O,OOLL g Cl = 0.16 CL. 


0.6728 g Substanz gaben 0.01037 g AgC] = 0,0025 ¢ Cl = 0,37 °/o CL. 
Im Mittel: 0.269% C1. 


0,6900 g Substanz gaben 0,0941 ¢ BaSO, = 0.01277 g S = 1,85°%0 5. an 
0.6728 g Substanz gaben 0.08735 g BaSO, = 0,01199 g 5 = 1,78 8/0 5. 
In Mittel: 1,81 °/o S. 
0.2411 g Substanz gaben 0.0019 g Asche = 0,78 Asche. 
0.2444 g Substanz gaben 0.0019 g Asche = 0.78" Asche. 
Im Mittel: 0.78 Asche. 
Auf aschefreie Substanz berechnet: 

C 51,82, 


H 7.09, 

N 15,46, 

J 0,19, 

S 1.83, 
(Cl) (0,26). 
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Thyreoglobulin aus der exstirpirten Struma einer Basedowkranken. 

Kine Struma, die von einer Basedowkranken herriihrte, 
verdanke ich der hiesigen chirurgischen Klinik. Herrn 
Dr. M. O. Wyss, der die Freundlichkeit hatte, mir dieselbe 
zu ubermitteln, moéchte ich auch an dieser Stelle meinen besten 
Dank aussprechen. 

Ich konnte aus dem exstirpirten Lappen so viel Thyreo- 
vlobulin darstellen, als ich ftir zwei Jodbestimmungen  be- 
nothigte. 

Die Gewinnung des Thyreoglobulins, sowie seine Eigen- 
schatten boten nichts Besonderes. Es enthielt 0,07 °/0 J. 


Q.3087 Substanz gaben 0.000154 J = J. 


Thyreoglobulin aus Schilddriisen von Kindern aus Ziirich. 


Kine groéssere Anzahl von Schilddriisen von Kindern er- 
hielf ich durch Vermittelung meines Freundes Herrn’ Dr. 
R. v. Wyss, Arzt am hiesigen Kinderspital. Demselben sei 
auch an dieser Stelle mein Dank fiir seine mir dadurch ge- 
withrte Unterstiitzung ausgesprochen. 

Die Driisen stammten alle von Kindern unter 5 Jahren, 
hei welchen eine Behandlung mit Jod oder irgend einem Jod- 
priparate mit Sicherheit ausgeschlossen werden konnte. Die 
Driisen wurden in verschiedenen Portionen in der tiblichen 
Weise verarbeitet und das Thvreoglobulin auf Jod untersucht. 

Die Analysen ergaben Folgendes: 

Praiparat I, aus ca. 10 Driisen: 
0.3424 g Substanz enthielten 0,000616 g J = 0,18 °/o J. 


Priparat Il, aus ca. 15 Driisen: 
0.4790 g Substanz enthielten 0,000924 g J = O19°%o J. 
Im Durehschnitt: °/o J. 


Thyreoglobulin eines Menschen, welcher Jodkalium eingenommen 
hatte. 

Um den Einfluss der kiinstlichen Jodzufuhr festzustellen, 
wurde aus der Schilddriise eines Patienten der hiesigen Klinik, 
welcher in den drei letzten Wochen seines Lebens 22 g Jod- 
kalium in der tiéglchen Dosis von 1 g per os zu sich ge- 


Bid 
it 
q 
= 
q 
4 
4 
4 
* 


— 139 — 


nommen hatte, das Thvyreoglobulin gewonnen. Dasselbe wurde 
in der iiblichen Weise dargestellt. Die vergrésserte, etwa 80 g 
schwere Driise war mit Colloid reichlich durchsetzt. 

Es wurden durch mehrmalige Extraction zwei Priiparate 
dargestellt. Dieselben wichen weder in ihren chemischen noch 
physikalischen Eigenschaften von denen anderer Menschen ab. 

Die Priifung auf den Jodgehalt ergab Folgendes : 

Priiparat [: 
0.2515 g Substanz lieferten O,0OLO078 J = J. 
Praparat IL: 
0.1955 g Substanz leferten 0.001078 J = 0.55 J. 
Im Durehschnitt: 0.51 J. 

Der Uebersicht halber seien die Werthe der aus ver- 
-chiedenen Gegenden aus normalen und pathologisch ver- 
inderten Driisen gewonnenen Priiparate vom Menschen neben- 
einander gestellt : 

Thyreoglobulin vom Menschen 


aus aus aus alls elem 
aus Colloidkrépfen | dem schild- | normalen| Colloid- 
Kropf reichen driisen Schild- kropf 
einer Driisen yon driisen aus 
aus | aus Basedow- aus Kindern aus Ziirich, 
Ham- aus Ham- nach 


Basel | Ziirich | kranken burg Ziirich burg |KJ-Zufuhr 


C | | — | - 
H | 67 — 70 — 
N 15.32 | 15.09 — 15.46 — 15.49 

J 007 | | 007 | o19 | | ose ost 
193 | 193 | — — 187 | — 
(0) | (23,75)} 2430] — | — | easy} — 


Aus den angefiihrten Beobachtungen und Analysen geht 
hervor, dass, wie die Schilddriise der Thiere, so auch die 
des Menschen stets einen Eiweisskérper von den Eigenschaften 
des Thyreoglobulins enthiilt. 

Die Zusammensetzung dieses Eiweisskérpers ist 
auch beim Menschen, der Jodgehalt ausgenommen, eine 
constante. Letzterer dagegen ist, wie beim Thier, ein variabler. 


: 
a 
| 
SE 
| 
| 


Bei niaiherer Priifung des Jodgehaltes fallt auf, dass das 
Thyreoglobulin aus den Krépfen jodiirmer ist als das aus nor- 
malen Sechilddriisen, niimlich 0,07°%o (Basel), bezw. 0,199. 
(Ziivich) gegeniiber 0,340 (Hamburg). 

Auch enthiilt das Thyreoglobulin aus den colloidreichen 
Driisen aus Hamburg bloss etwa halb so viel Jod (0,199) als 
das aus den normalen Driisen aus Hamburg (0349/0). 

Der relative Jodgehalt des Thyreoglobulins der colloid- 
reichen Driisen und Colloidstrumen ist also geringer, wahrend 
der absolute Jodgehalt der ganzen Driisen, wie friiher schon 
gezeigt, ein hoherer. ist. 

Nicht ohne Bedeutung ist auch der Befund, dass im 
Thyreoglobulin der Struma der Basedowkranken das Jod in 
derselben Menge vorhanden ist, wie in demjenigen der Colloid- 
krOpfe, beispielsweise in dem der Krépfe aus Basel. 

Ferner sehen wir, dass das Thyreoglobulin der Schild- 
driisen von Kindern aus Ziirich, welche alle das fiinfte Lebens- 
jahr nicht tiberschritten hatten, die gleiche Menge Jod enthiilt, 
wie das der Strumen von Erwachsenen. Die Driisen der Kinder 
waren entsprechend der herrschenden Kropfendemie zum grossten 
Theil hypertrophisch und colloidreich., 

Die Analysen zeigen uns sodann, dass das Thyreoglobulin 
des mit Jodkalium behandelten Individuums, dessen vergrOsserte 
Schilddriise colloidreich war, tiber die doppelte Menge Jod 
enthiilt, als das der itibrigen Menschen aus Ziirich, und = auch 
weit mehr, als das der normalen Driisen aus Hamburg. Die 
Thatsache, dass die Schilddriise nach Einfiihrung von an- 
organischem Jod in den Kérper einen hdheren Jodgehalt 
weist, eine Erscheinung, auf welche schon mehrere Autoren 
aufmerksam gemacht haben, beruht also auf einem Mehrgehalt 
des Thyeroglobulins an Jod. Daraus mtissen wir schliessen, 
dass das Thyreoglobulin die Fiihigkeit hat, das dem Korper 
zugefiihrte Jod zum Theil zu binden. Diese letztere Erschei- 
nung stellt etwas Merkwiirdiges und fiir die Schilddriise woh! 
Charakteristisches dar, das das Verstiindniss der Function dieses 
Organs nicht wenig erschwert. 
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Es ist tberhaupt einstweilen noch schwierig, sich ein 
klares Bild tiber die chemischen Vorgiinge in der Thyreoidea 
zu machen, denn wir sind noch weit davon entfernt, die dazu 
nothwendige experimentelle Grundlage zu besitzen. Will man 
daher die am Menschen und am Thier gemachten Beobachtungen 
in ein Schema zusammenfassen, so kann eine solche «Theorie 
den Werth von Vermuthungen nicht tiberschreiten. 

Vor Allem ist wichtig, dass in einzelnen Schilddriisen ein 
jodfreies Thyreoglobulin gefunden wurde; denn damit ist wohl 
gezeigt, dass die bildung des Eiweisskorpers vor sich geht 
ohne die Gegenwart von Jod und dass das Jod erst nach- 
triiglich von dem fertigen EiweisskOrper gebunden wird. Wichtig 
ist aber auch, dass dieser EiweisskOrper erst seine 
Wirksamkeit erlangt, wenn er init Jod eine Verbindung ein- 
gegangen ist. Unter eigentlichem Thyreoglobulin sollte man 
daher wohl nur den jodhaltigen, wirksamen  Eiweisskorper 
verstehen, wahrend der jodfreie eher als Vorstufe aufzufassen 
diirfte. 

Dass das Thyreoglobulin derjenigen Driisen, in welchen 


es In grosser Menge vorkommt, und das der Colloidkrépte — 


jodirmer ist als das der normalen Driisen, welche eine geringere 
Menge davon enthalten, hat offenbar seinen Grund darin, dass 
das der Schilddriise zur Verftigung stehende Jod = sich tiber 
einen grésseren Theil von Thyreoglobulin§ vertheilen muss, 
denn solche colloidreichen Driisen bezw. Kropfe haben einen 
hoheren absoluten Jodgehalt als normale Driisen. Fir eine 
<olche Erkliirung spricht vor Allem die Thatsache, dass das 
Thyreoglobulin der Colloidkrépfe, wie wir gesehen haben, jod- 
reicher werden kann, wenn eine vermehrte Jodzufuhr = statt- 
lindet, 

Ob ein durch Einfiihrung von Jod in den Organismus 
jodreicher gemachtes Thyreoglobulin eine stiirkere physiologische 
Wirksamkeit entfaltet, als ein jodiarmeres, ist noch nicht fest- 
vestellt, soll aber ermittelt werden. 

Die an den Kalbsschilddriisen gemachten Erfahrungen 
zeigen uns auch, dass Unterschiede in der chemischen Zu- 
sammensetzung mit solchen im anatomischen Bau einhergehen, 
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nimlich dass das jodfreie Thyreoglobulin bei solchen Strumen 
sich vortindet, welche eine einfache Hyperplasie des Driisen- 
gewebes aufweisen, wiihrend jodhaltiges Thvreoglobulin in den 
Driisen und Krépfen, welche Colloid) enthalten, vorkommt. 
Der Unterschied, welchen die Anatomen zwischen beiden 
Kropfarten machen, findet daher auch seine Begrtindung in 
ihrem chemischen Verhalten. physiologisch-chemischen 
Standpunkt aus darf daher auch an eine verschiedene Aetiologie 
der beiden Kropfarten appellirt werden. 

Die an den Colloidstrumen gemachten Befunde lassen 
vermuthen, dass es sich bei den Colloidkr6épten um eine An- 
schoppung des normalen Secretionsproduktes, des Colloids 
bezw. Thyreoglobulins, handelt. Worauf ein solches beruht, 
bedarf noch der Erkliirung, méglicher Weise kommt auch eine 
Hypersecretion der Driise in Betracht: eine St6rung im Abfluss 
muss aber dennoch gleichzeitig bestehen, denn wiire’ eine 
solche nicht vorhanden, so wiire doch anzunehmen, dass das 
vermehrte Secret freien Abfluss habe. 

Bei den hypertrophiscuen Strumen dagegen liegt dic 
Ursache in einer Vermehrung der secernirenden Zellen und 
des in denselben vorhandenen jodfreien Eiweisskorpers. 

Stellen sich diese angedeuteten Verhiiltnisse auch bei 
genauer mikroskopischer Untersuchung als constant heraus, 
d. h. ist das jodhaltige Thyreoglobulin durchwegs bloss— in 
solchen Driisen zu finden, welche auch bei der histologischen 
Untersuchung Colloid erkennen lassen, und jodfreies nur bei 
solchen, in denen auch dias Mikroskop kein Colloid aufzutinden 
vermag, dann muss man wohl annehmen, dass erst bei der 
Ausscheidung des Colloids aus der Follikelzelle der Eiweiss- 
korper sich jodirt und zu physiologisch wirksamem Thyreo- 
globulin wird. Ein solches Verhalten stiinde nicht vereinsam! 
in der Physiologie da, ich erinnere bloss an die Entstehung 
der Enzyme aus den Zymogenen, an das Freiwerden der Salz- 
siiture im Magen im Momente ihres Austritts aus den secerniren- 
den Zellen. 

Die eben ermittelten Thatsachen werfen, wie leicht er- 
sichtlich, zahlreiche Fragen auf, die zu weiterer Forschung 
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ermuntern. Dass diese aber gleichzeitig sowohi die histologi- 
sehen als auch die chemischen Verhaltnisse im Verein mit 
den Ergebnissen der experimental-physiologischen Priifung 
beriicksichtigen muss, geht ohne Weiteres aus dem Mitgetheilten 
hervor. Derartige Untersuchungen sind bereits im Gang. 


Die Kenntniss des Jodgehalts des Thyreoglobulins versetzt 
uns in die Lage, auf einfache Weise die approximative 
Menge des in den Schilddrtisen und den Kropfen vorhandenen 
Thyreoglobulins festzustellen. Es genitigt, dazu den Gesammt- 
jodgehalt einer Driise zu bestimmen und denselben auf Thyreo- 
globulin umzurechnen.  Allerdings liefert diese Methode keine 
genauen Resultate, denn wir haben gesehen, dass der Jodgehalt 
innerhalb ziemlich weiter Grenzen schwanken kann; dennoch 
lassen sich, wenn man von Mittelwerthen ausgeht, Ziffern 
aufstellen, die von der Wirklichkeit nicht allzu sehr entfernt 
sein diirften, um so mehr, als es gelingt, bet sorgfiiltiger 
Extraction der Driisen die annthernd berechnete Menge Thyreo- 
elobulin zu gewinnen. 

Baumann?) fand in Schilddriisen vom Menschen aus 
Hamburg, mit einem mittleren Trockengewicht von 4,6 g, 
durchschnittlich 3,83 mg Jod. Wenn wir den Mittelwerth aus 
den untersuchten Préaparaten aus Hamburg der Berechnung 
zu Grunde legen, niimlich 0,26°/0, so wiirde das 1,6 g trockenes 
Thyreoglobulin ausmachen. Letzteres wiirde also ungefiihr den 
dritten Theil des Trockengewichtes der Driisen betragen. Dieses 
Verhiltniss ist jedoch kein constantes. 

Bei Kropfen ist die Menge des Thyreoglobulins eine ent- 
sprechend grossere und kann unter Umstéinden bei umfang- 
reichen Strumen bis aut 30g und mehr (trocken) steigen. 

bei Thieren liasst sich der approximative Thyreoglobulin- 
gehalt der Schilddriise auf iihnliche Weise berechnen. 

Ich hatte friiher?) beispielsweise in einer Schilddriise 
vom Schwein 3,01 mg Jod gefunden. Da das Thyreoglobulin 


1) Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. XXH, =. 1. 
Zeitschr. f. physiol. Chemie. Bd. XXII, 503. 
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des Schweins darchschnittlich 0,46° 9 Jod enthilt, so entspricht 
dies 0,6 ¢ trockenem Thyreoglobulin bet einem Trockengewicht 
der Driise von 6,55 g. Das Verhiiltniss vom Thyreoglobulin 
zum Gesammtgewicht der Driise ist somit wie 1:10. Eine 
andere Driise enthielt O89 mg Jod = 1,9 g Thyreoglobulin 
bei einem Trockengewicht der Driise von 3,8) ¢.; Verhaltniss des 
ersteren zu letzterem — 1:2. Eine dritte Driise enthielt 6,29 ing 
Jod == 1,3 g. Thyreoglobulin: Trockensubstanz der Driise 1,95 ¢. 
Gewichtsverhiltniss beider wie 2:3. Auch hier liisst sich der 
Zusammenhang zwischen dem makroskopisch sichtbaren Colloid 
und dem Thyreoglobulingehalt deutlich nachweisen. Inder ersten 
Dritise, welche nur wenig Colloid enthielt, betrug das ‘Thyreo- 
bloss den zehnten Gewichtstheil der Driise, bet der 
zweiten, die colloidreich war, die Hiilfte und ber der dritten, 
die durchwegs mit Colloid ausgefiillt war, zwei Drittel der 
ganzen Driise. 

In Hammelsschilddriisen fand ich das eine Mal 5 mg Jod 
in einer Driise, das entspricht, bei dem durchschnittlichen 
Jodgehalt’ des Thyreoglobulins dieser Thiere von etwa 9, 
7 g Thyreoglobulin bei einem Trockengewicht der Driise von 
118 g. kin anderes Mal fand ich 4,57 mg Jod, entsprechend 
Thyreoglobulin, Trockengewicht der Driise 1,7 Ge- 
wichtsverhiltnisse beider wie 1:2 bezw. 2:5. 

Aus diesen Befunden ergibt) sich, dass die Schilddriise 
relativ ansehniiche Mengen Thyreoglobulin enthiélt. 

Bemerken will ich noch, dass das Thyreoglobulin den 
weitaus groéssten Theil des Colloids ausmacht, das Nucleo- 
proteid dagegen bloss einige wenige Gewichtsprocente des 
letzteren betrigt. Es ist nicht ausgeschlossen, dass es nur 
von den Nucleoproteiden der Zellkerne herriihrt, welche, wie 
uns die histologische Untersuchung lehrt, beim Bersten der 
Follikelepithelien in den Follikelinhalt gerathen. 

Zum Schluss méchte ich noch Herrn Prof, Hofmeister 
fiir einige mir im Laufe der Untersuchungen. brieflich mitge- 
theilte Rathschliige meinen wiirmsten Dank aussprechen. 
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Ueber die Eiweisskorper der Thymusdriise. 
Von 


W. Huiskamp. 


‘Aus dem phy-iologischen Laboratorium der Universitat Utrecht. 


‘Der Redaction zugegangen am 17. Januar 1901.) 


Der Zweck dieser Arbeit war in erster Linie, das von 
Lilienfeld aus der Thvmusdriise erhaltene Nucleohiston 
niiher kennen zu lernen. Erstens kam es mir wahrscheinlich 
vor, dass die von Lilienfeld untersuchte Substanz nicht 
veniigend gereinigt war. Dieselbe war mittelst Fiillung des 
Wasserextractes der Driise mit Essigsiiure, LOsung des Nieder- 
<chlages in Natriumcarbonat, nochmaliger Fiillung mit Essig- 
siiure und Auswaschen des Niederschlages mit essigsiiure- 
haltigem Wasser, Alkohol und Aether, bereitet: worden.') 

Der Niederschlag enthilt aber, ausser Nucleohiston, auch 
anderes Eiweiss, denn das von der Essigsiiurefillung abfiltrirte 
Extract enthiilt kaum mehr Eiweiss, wiihrend doch, wie 
Lilienfeld selbst gefunden hat, die Driise neben Nucleohiston 
hoch ei anderes Nucleoproteid enthilt, welches, wie sich 
nachweisen liisst, bei der Extraction mit Wasser in Losung 
libergeht. 

Zweitens wiinschte ich den Einfluss des Nucleohistons 
aul die Gerinnung des Fibrinogens zu untersuchen. Die Auf- 
lassung Lilienfeld’s ist némlich in verschiedener Hinsicht 
im Widerspruch mit den von Pekelharing mitgetheilten 
befunden.?) 


1) Diese Zeitschr., Bd. XVIII, 5S. 478. 
Untersuchungen uber das Fibrinferment. A:nsterdam, 1592. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXII. 10 
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Ks gelang mir, eine Methode zu finden zur Trennung 
des Nucleohistons und des anderen Nucleoproteids, so dass 
ich in der Lage war, beide Stofle genauer zu untersuchen. 

Als meine Untersuchung schon beinahe beendet war, 
erschienen zwel Arbeiten iiber denselben Gegenstand, eine 
von Bang und eine von Malengreau. Auch diese Forscher 
bemerken, dass bei der Fiillung des Nucleohistons mittels! 
Mssigsiiure das andere Nucleoproteid mitgefallt) wird. 

Bang!) kam zu dem Schluss, dass, was Nucleohiston 
genannt wird, eigentlich nichts Anderes ist als ein Gemenge 
von Nucleoproteid, Histon und Nucleinsiture, cin Schluss. 
welcher von Kossel?) sogleich als unbegriindet zuriick- 
gewiesen wurde, 

Malengreau®*, fand, dass das Nucleoproteid aus dem 
Thymusextracte von Ammonsulfat friiher gefaillt wurde als das 
Nucleohiston. Er benutzte diese Eigenschaft) zur) Trennung 
des Nucleohistons vom Nucleoproteid. 

lin Thymusextracte wurde mit) Essigsiure ein Nieder- 
schlag hervorgerufen, welcher  ausgewaschen und abfiltrir! 
wurde: das Filtrat) enthielt) noch ein wenig Eiweiss: der 
Niederschlag wurde mit Natriumearbonat oder Natronlauge 
gelost, wieder mit Essigsiiure gefiillt und diese Behandlung so 
oft wiederholt, bis im Filtrate kein Eiweiss mehr vorhanden 
war. Schliesslich wurde der Niederschlag wieder in Natrium- 
carbonat oder Natronlauge gelost. 

Ms stellte sich alsdann heraus, dass, wenn diese LOsuny 
zu 30—45°o mit Ammonsulfat gesittigt wurde, das Nucleo- 
proteid ausfiel, withrend das Nucleohiston erst, wenn dic 
Fliissigkeit) zu 56—-72° 0 mit Ammonsulfat gesiittigt war, 
gefillt wurde. 

Malengreau fand weiter, dass das Nucleoproteid bei 
Behandlung mit 1° oiger HCl ein Histon lieferte, welches aber 
von dem aus Nucleohiston erhaltenen verschieden war; da- 
Histon aus dem Nucleoproteid wurde von Ammonsulfat schon 


1, Piese Zeitschr., Bd. XXX, oS. DOS. 


2) Diese Zeitschr.. Bd. XXX, 520. 
La cellule. t. XVID p. 395. 
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aus selner Losung gefiillt, wenn die Fliissigkeit zu 45°,9 oder 
noch weniger mit Ammonsulfat gesiittigt war; das Histon 
aus Nucleohiston brauchte zur Fiillung mehr Ammonsulfat: 
die Fliissigkeit musste wenigstens zu 55° 0 mit diesem Salze 
gesittigt sein. Malengreau bemerkt, dass relativen 
Mengen des im Thymusextracte enthaltenen Nucleoproteids 
und Nucleohistons nahezu gleich gross sind. 

Sowohl im Nucleohiston, als im Nucleoproteid fand er 
Adenin und Guanin. Der Phosphorgehalt des Nucleoproteids 
war etwa 0,5° 0, derjenige des Nucleohistons etwa 4,5° 0. 


Der Einfluss verdiinnter Salslisungen auf das Nucleohiston. 


Wird dem mittelst Colirens und Centrifugirens vou Form- 
elementen getrennten Wasserextracte der Thymusdriise Chlor- 
calciumlésung zugesetzt, so bildet sich, wenn die Menge des 
zugesetzten CaCl, richtig gewihlt wird, ein ausgiebiger Nieder- 
schlag.! 

Derscelbe sich leicht abcentrifugiren und in 
seringem Ueberschuss von Salzen, auch von CaCl, ldslich, 
weniger lOslich in Wasser, leicht l6slich aber, obgleich mit 
Opalescenz, in mit so wenig Ammoniak versetztem Wasser, 
dass die alkalische Reaction mit Hulfe von Lackmuspapier 
gerade deutlich wird. 

Die Menge des Calciumchlorids, mit weleher der Nieder- 
schlag so gross als méglich wird, ist 1 com. 10°/oiges CaCl, auf 
100 cem. des Extractes, welches dadurch also einen Gehalt 
von — 01° an CaCl, erhalt. Man kann aber, ohne dass 
sich der Niederschlag merkbar lost, CaCl, bis zu einem 
Gehalt von 0,5°/0 zusetzen. 

Wird weniger als 1 cem. 10°/oiges CaCl, auf 100 ccm. 
Fliissigkeit gebraucht, so bleibt die Fallung unvollstandig, 
wihrend, wenn der Gehalt 0,5° 9 CaCl, tibersteigt, die 


1) Wo in der Folge von Thymusextract die Rede ist, wird ein 
Auszug gemeint. welcher aus 150—200 ¢ vom anhiangenden Fett ge- 
reinigten und feingewiegten Kalbsthymusdrise mittelst 15—1Sstiindiger 
Extraction mit 500—600 ccm. Wasser bereitet worden ist. 
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Fiillung gleichfalls unvollstindig ist, weil der Niederschlag sich 
in Ueberschuss von Calciumchlorid lést. 

Zu untersuchen war, ob der erhaltene Niederschlag aus 
Nucleohiston bestand: die grosse Menge des Niederschlages 
und die Unloslichkeit desselben in’ Essigsiiure machten dies 
schon wahrscheinlich. 

Durch Veraschung der Substanz mit KNO, und Na,CO, 
wurde nachgewiesen, dass der Niederschlag Phosphor enthielt. 
Weiter lieferte der Niederschlag bei Behandlung mit 0,8° oiger 
HCl (0,8 g HEL in 100 g der Lésung) in ausgiebiger Menge 
Histon. 

Das Nucleohiston wurde hierzu folgender Weise bereitet. 
Der mit CaCl, erhaltene Niederschlag wurde abcentrifugirt 
und in Wasser unter Zusatz von ein Paar Tropfen verdiinnten 
Ammoniaks gelost.2)) Dann wurde die Losung  filtrirt und 
wieder mit CaCl, gefiillt, der Niederschlag abcentrifugirt, mit 
O.8°/oiger gemischt und darauf einige Stunden sich selbst 
iiberlassen. Das Nuclein bleibt dann im Niederschlage, indem 
das Histon sich in der Salzsiiure lost. 

Dass die ungelést gebliebene Substanz — thatsiéchlich 
Nuclein ist, geht daraus hervor, dass dteselbe Eiweissreactionen 
gibt (nur nicht die Adamkiewicz sche Reaction), Phosphor 
enthilt) und Séuren, auch in’ Essigsdure, unldslich ist, 
withrend Purinbasen, hauptsiichlich Adenin, in grosser Menge 
daraus zu erhalten sind. In verdiinntem Ammoniak ist dieses 
Nuclein) léslich und kann dann mittelst Essigsiiure wieder 
gefallt werden. 


1) Wie es scheint, hat Lilienfeld, obgleich er von 0,8°/oiger HC] 
spricht, eime schwichere Salzsiureldsung gebraucht. Er  erwiahnt 
wenigstens (Il. ¢. Bd. XX, S. 114), dass er zur Spaltung des Nucleo- 
histons dasselbe mit einer Losung von 8 ccm. rauchender Salzsiiure auf 
1000 com. Wasser, also 0,2—0.3°/oiger HC] entsprechend, behandelt hat. 

2) Fiir das Erhalten einer gut brauchbaren Lésung ist es in diesem 
Kalle empfehlenswerth, das Nucleohiston mit médglichst wenig CaCl, zu 
fallen, da der Niederschlag sich um so besser in Wasser list, je 
weniger CaCl, er enthilt: ich habe deshalb nur soviel Calciumchlorid 
zugesetzt, dass die Fliissigkeit davon 0,1°/o enthielt, was fiir eine voll- 
standige Fallung ausreicht. 
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Das Histon ist, wie gesagt, in der Salzsiiure gelost; mittelst 
Ammoniak kann es daraus nur sehr unvollstiindig ausgefiillt 
werden, viel besser aber, wenn die salzsaure Losung zuvor dialy- 
sirt worden ist. Wird nimlich zu der Losung in 0,8° oiger HC! 
Ammoniak zugesetzt, so bildet sich eine nicht unbetrichtliche 
Menge von Ammoniumchlorid: ich fand aber, dass NH,Cl die 
Fillung des Histons zu hindern im Stande ist. Kochsalz, 
Chlorealcium und andere Salze haben dieselbe Wirkung. Auch 
konnte das mittelst’ Ammoniak gefiillte Histon durch Zusatz 
einer geniigenden Menge von Chlorammonium vollig wieder 
gelost werden, 

Bang!) erwahnt, dass Ammonsalze tiberhaupt die Fiillung 
der Histone mittelst Ammoniak fordern.  Welcher Ursache 
es zuzuschreiben ist, dass ich in dieser Hinsicht ein ganz 
entgegengesetztes Resultat erhielt, ist mir nicht klar geworden. 

Ist die salzsaure HistonlOsung bis auf nahezu neutrale 
Reaction dialysirt worden, so kann Histon mittelst 
Ammoniak gefiillt werden und es lést sich im Ueberschuss des- 
selben nicht: auch mittelst Natronlauge kann das Histon gefallt 
werden: dann ist es aber im Ueberschuss vollkommen loslich. 

Die Identitat des mit CaCl, im Thymusextracte erhaltenen 
Niederschlages mit Nucleohiston wird schliesslich von den 
spiter zu erwiihnenden Elementaranalysen bewiesen, welche, 
insoweit als dieselben einen relativ hohen N- und P-Gehalt, 
dagegen einen ziemlich niedrigen C-Gehalt als  Resultat 
lieferten, mil denjenigen Lilienfeld’s iibereinstimmen. 

Ich bemerke hier schon, dass das neben dem Nucleo- 
histon im  Thymusextracte vorhandene Nucleoproteid von 
Calciumchlorid nur sehr unvollstindig gefiilll. wird. Das 
zweimal mit CaCl, geffillte Nucleohiston kann also als vom 
Nucleoproteid gereinigi betrachtet werden, wie es spiiter noch 
des Niiheren nachgewiesen werden wird. 

Es lag auf der Hand, das von Calciumchlorid gefallte 
Nucleohiston als eine Calciumverbindung zu betrachten, wie 
das unter Anderem bei dem Casein aus der Milch der Fall ist. 


') Diese Zeitsehr.. Bd. XXVIL 5. 468. 
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Dennoch schien es mir geboten, zu untersuchen, ob das 
mit CaCl, gefiillte Nucleohiston thatsiéchlich eme Calcium- 
verbindung war; die Moglichkeit war nicht ohne Weiteres 
ausgeschlossen, dass hier vielleicht eine molekulare Ver- 
bindung von Nucleohiston mit CaCl, vorlag, oder auch, dass 
gar keine Verbindung mit Calcium oder mit Calciumchlorid 
stattgefunden hatte, sondern dass das Nucleohiston in Chior- 
calciumlésung einer gewissen, ziemlich geringen Concentration 
unloslich war. 

Zur Beantwortung dieser Fragen wurde folgender Weise 
verfahren: 

In dem von den Formelementen getrennten Thymus- 
auszuge wurde das Nucleohiston mittelst Essigsiure gefiillt: 
der Niederschlag wurde sodann zur Entfernung der Phosphor- 
siiture mit Wasser ausgewaschen und darauf in Wasser mil 
moglichst wenig Ammoniak gelést. Aus dieser LOosung wurde 
das Nucleohiston durch Zusatz von CaCl, wieder gefallt: 
der Niederschlag wurde dann unter Alkohol gebracht. Da 
Alkohol etwa 12’joiges CaCl, lést und die im Niederschlage 
vorhandene Fliissigkeit nurQ,1°/o CaCl, gelést enthielt, konnte 
in dieser Weise das Nucleohiston vom tiberschiissigen CaCl, 
eetrennt werden: der Niederschlag wurde mit Alkohol aus- 
gewaschen, bis der abfiltrirte Alkohol kein Chlorealeium mehr 
enthielt. Das Nucleohiston wurde dann unter Aether gebracht, 
abfiltrirt und getrocknet. 

Die Asche der aut diese Weise bereiteten, also kein 
freies Kalksalz enthaltenden Substanz enthilt immer Calcium 
in grosser Menge, woraus hervorgeht, dass das Nucleohiston 
entweder an Calcium oder an CaCl, gebunden war. 

Sollte das mit CaCl, gefallte Nucleohiston als eine Cal- 
clumverbindung zu betrachten sein, so wiire diese Verbindung 
mit einem Salze zu vergleichen, wo das Calcium das Metall, 
das Nucleohiston den Siurerest darstellte, und dann wire es 
wahrscheinlich, dass stiirkere Siauren dieses Calciumsalz zu 
zerlegen im Stande sein wiirden, sodass z. b. bei der Extrac- 
tion mit nicht allzuschwacher Essigséure im Filtrate Calcium- 
acetat zu finden und das Nucleohiston ungelost auf dem Filter 
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bleiben wiirde. Das Filtrat wiirde also mit Kaliumoxalat WKalk- 
reaction, dagegen mit Silbernitrat keine Chlorreaction geben 
miissen. War aber das Nucleohiston mit CaCl, verbunden, 
-o wurde bet der Extraction mit Essigsiiure das Filtrat, wenn 
wenigstens Zerlegung stattfand, CaCl, enthalten miissen, mithin 
sowohl eine Kalk- als eine Chlorreaction geben; falls keine 
Zerlegung stattfand, wiirde das Filtrat’ keine dieser beiden 
Reactionen geben miissen. Es stellte sich jetzt heraus, dass 
bei der Extraction mit 5°oiger Essigsiiure das Filtrat eime 
starke Kalkreaction, keine Spur aber einer Chlorreaction 
zeigte, wodurch also nachgewiesen war, dass das mit CaCl, 
vefiillte Nucleohiston an Calcium gebunden und also sehr wahr- 
scheinlich als ein Calciumsalz zu betrachten war. 

Dasselbe Resultat wurde durch Fiillung des Nucleohistons 
init CaCl, unmittelbar aus dem Thymusextracte erhalten: zur 
weiteren Remigung wurde es in Wasser mil ein Paar Tropfen 
verdiinntem Ammoniak gelést und die Losung zur Entfernung 
des moglicher Weise gebildeten Tricalciumphosphats lingere 
Zeit centrifugirt; die Fliissigkeit wurde dann ohne Beimischung 
des sehr geringen Bodensatzes abgegossen und wieder mit 
CaCl, gefallt: der Niederschlag wurde mit) Alkohol ausge- 
waschen, unter Aether gebracht und = getrocknet. Ber der 
Extraction dieser Substanz mit 5° oiger Essigsiiure zeigte das 
Filtrat gleichtalls eine starke Kalk-, dagegen keine Chlorreaction. 

Auch Kaliumoxalat ist im Stande, das Calcium-Nucleo- 
histon zu zerlegen, wie folgender Versuch zeigt. 

Im Thymusextracte wurde das Nucleohiston mit) CaCl, 
gefallt; der Niederschlag wurde in Wasser mit ein’ Paar 
Tropfen verdiinntem Ammoniak gelést und die Losung filtrirt, 
Darauf wurde dem Filtrate Kaliumoxalat zugesetzt, in Ueber- 
schuss, so dass es mehr als geniigte, alles Calcium als Calcium- 
oxalat zu fillen. Das Gemisch blieb 24 Stunden stehen, damit 
das Calciumoxalat modglichst vollstindig gefallt wurde. Sodann 
wurde zweimal durch einen Propfen  zusammengepressten 
biltrirpapiers,!) darauf nochmals durch ein sehr dichtes asche- 


1) Diese Zeitschr., Bd. XXII, 234. 
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freies Filter filtrirt. Es waren nun im Filtrate mikroskopisch 
keine Calciumoxalatkrystalle mehr zu finden; das Filtrat’ ent- 
hielt jedoch noch eine ziemliche Menge Kaliumoxalat, denn bei 
dem Versetzen eines Tropfens der Losung mit CaCl, wurden 
mikroskopisch zahlreiche Krystalle von Caleiumoxalat sichtbar. 

Kntscheidung der Frage, ob das Nucleohiston in 
dieser LOosung noch Calcium enthielt, wurde es mit dem zwei- 
fachen Volumen Alkohol und Aether gefiillt, der Niederschlag 
wurde abfiltrir’ und getrocknet: das Gewicht der bei 110° 
getrockneten Substanz betrug 0.437 g: diese Menge wurde mit 
ungelihr 10 com, 10° oiger Essigsiiure gekocht, wodurch das 
Calcium, wenn noch anwesend, als Calciumacetat in Losuneg 
ibergehen musste. Beim Kochen loste sich das Nucleohiston 
nicht: es wurde also abfiltrirt und dem Filtrate Kaliumoxalat 
zugesetzt, nachdem die saure Reaction mittelst Ammoniak 
abgestumpft war. Nach 24 Stunden war kein Niederschlag 
von Calciumoxalat entstanden: ein iiusserst geringer Bodensatz 
hatte sich gebildet, worm aber mikroskopisch keine Calcium- 
oxalatkrystalle zu entdecken waren. Wire das Calcium dem 
Nucleohiston nicht durch das Kaliumoxalat entzogen, so hiitte 
ein Niederschlag von ungefiihr 18 mg Calciumoxalat entstehen 
miissen, weil nach den spiiter anzufiihrenden quantitativen 
Bestimmungen das mit Cai, gefiillte Nucleohiston ungefahr 
Calcium enthiilt. 

Wie schon bemerkt, ist die Verbindung von Nucleohiston 
mit) Calcium im Uebersehuss von Chlorcalcium léslich: die 
Losung beginnt bei einem Gehalt von — 0.6°/o CaCl,: enthill 
die Flissigkeit ungefiihr 2° 0 CaCl,, so ist alles wieder gelost. 

Ausser Chlorcalcium vermédgen auch andere Salze dev 
Alkali- und Erdalkalimetalle bei einem bestimmten Gehalt an 
salz das Nucleohiston zu fiillen. 

BaCl, fillt bei einem Gehalt von 0,1°%o wie CaCl, das 
Nucleohiston vollkommen: der Niederschlag ist lOslich im Ueber- 
schuss von Salzen (in 5° oigem BaCl, lost er sich ganz) und 
einigermassen auch in Wasser, leicht lOslich in Wasser. bei 
sehr schwach alkalischer Reaction. Bei der Behandlung mit 
siger HCL lefert der Niederschlag Histon. 
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MgsO, fallt das Nucleohiston bei einem Gehalt) von 
0.2° 0 auch meistens vollkommen: oft aber bekommt man erst 
eine vollstiindige Fillung, wenn man das Extract einige Stunden 
mit dem Magnesiumsulfat stehen liisst. Das Magnesium-Nucleo- 
histon ist etwas besser im Wasser l6slich, als das Baryum- 
und Calcium -Nucleohiston. Bei einem Gehalt von 2° ¢ 
MgSO, ist der Niederschlag wieder vollig gelést. 

Mit NaCl bekommt man immer nur eine theilweise 
Fillung: bleibt das Extract etwas linger mit) dem Kochsalz 
stehen, so vermehrt sich der Niedersehlag nicht: am besten 
wird das Nucleohiston gefallt, wenn soviel Kochsalz zugesetzt 
wird, dass die Fliissigkeit davon O0.9° enthiill: es ist) das 
hemerkenswerth insoweit, als das Gemisch bei diesem Gehall 
isotonisch ist mit den Korpertliissigkeiten. Das Natrium- 
Nucleohiston bildet einen klebrigen Niederschlag, der sich sehr 
gut lost in Wasser, ohne dass Zusatz von Ammoniak erforder- 
lich wire: zumal wenn man den mit Wasser gemischten 
Niederschlag einige Zeit bei 37° stehen  liisst, entsteht eine 
klare, bliuliche Losung. Wird dieser LOsung NaCl zugesetzt, 
bis der Gehalt daran -+-0,9°%o betriigt, so wird das Natrium- 
Nucleohiston wieder gefallt, withrend bei cinem Gehalt) von 
2 pis 242° NaCl der ganze Niederschlag wieder wird. 
Der Kohlenstoff? und Wasserstoffgehalt (woriiber unten Niheres) 
<timmt mit demjenigen des Calcium-Nucleohistons tiberein. 

Bei der Behandlung mit verdiinnter Salzsiiure wird auch 
das Natriaum-Nucleohiston zerlegt Nuclein und Histon; das 
lierzu benutzte Nucleohiston war aus dem Thymusextracte 
nul Kochsalz gefaillt, sodann in Wasser gelost und wieder mit 
O.9° ciger NaCl gefillt, wodurch zugleich das Nucleoproteid, 
welches sich, wie auch Bang fand, in 0,9°/oiger NaCl lost, ent- 
lernt wurde: tiberdies ist das Nucleoproteid in 0,8 °/oiger HC! 
loslich, sodass das Nuclein, aus Natrium-Nucleohiston bereitet, 
kein Nucleoproteid mehr enthiilt. Die von diesem Nuclein 
gegebenen Elweissreactionen sind also nicht einer Verun- 
reinigung mit Nucleoproteid zuzuschreiben und man hat 
hier zweifelsohne mit Nuclein, nicht mit Nucleinsiiure zu thun. 

Zur Fiillung des mittelst O.8° oiger HCL aus Natrium- 
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Nucleohiston bereiteten Histons war es auch jetzt wieder nothig, 
die Histonl6sung zu dialysiren: erst) dann bekommt man mit 
Ammoniak einen ausgiebigen Niederschlag. Durch die Dialyse 
wird die Reaction neutral, wihrend das Histon gelost bleibt, 

Ausser der Ammoniakreaction  besitzt. die dialvsirte 
Kliissigkeit auch die anderen Eigenschaften einer Histonlosung: 
es werden z. B. Hiihnereiweiss und Fibrinogen durch dieselbe 
eefiillt. Mittelst Salpetersiture entsteht ein Niederschlag, der 
sich bem Erhitzen lost. 

Bei der Behandlung mil Millon’s Reagens entsteht kein 
oder nur ein geringer rother Niederschlag: die ganze Fliissig- 
keit erhalt aber eine ziemlich dunkelrothe Fiérbung. Es ist 
nicht nothig, die Histonl6sung mit dem Millon schen Reagens 
zu kochen: die rothe Farbe entsteht, wenn auch sehr lang- 
sam (Zz. Bo in 2% Stunden), ebenso leicht oder selbst besser 
bel Zimmertemperatur, 

Chlorkalium und Chlorammonium  verhalten sich dem 
Nucleohiston gegeniiber wie Chlornatrium. Mit Natriumsulfat 
und Kaliumsulfat) entsteht im Thymusextracte ein geringerer 
Niedersehlag, als mit) Chlornatrium. 

Ks ergibt sich also aus dem Obenstehenden, dass die 
Alkaliverbindungen des Nucleohistons in Wasser loslich sind 
und dass ste ber einem bestimmten Gehalt der Fliissigkeit an 
Alkalisalz wenigstens theilweise gefiillt werden: die Erdalkali- 
verbindungen sind viel weniger in) Wasser und ganz 
unloshch in Losungen von bis der Erdalkalisalze. 

Zur Fillung des Nucleohistons mittelst. 0,9°oiger NaCl 
oder anderen Alkalisalzen ist es nothwendig, das frische Material 
zu benutzen: wenn der aus der Driise bereitete Extract mehr 
is 24 Stunden alt ist, erhilt man meistens einen geringeren 
Niederschlag: es scheint, dass die Zusetzung von Chloroform, 
welche oft angewendet wird, um Fiéulniss vorzubeugen, die 
illung des Nucleohistons mittelst Alkalisalzen auch einiger- 
massen erschwert: zur Fernhaltung von Fiiulniss verfiihrt man 
ilso wohl am besten, wenn man die Extraction bet niedriger 
Temperatur sich vollziehen. liisst. 

leh habe versucht, zu ermitteln, welche Concentrationen 
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der verschiedenen Alkalisalze eine moéglichst vollstindige Fiillung 
verursachen. Es geschah dies auf folgende Weise. 

Die feinzerhackte Thymusdriise wurde mit Wasser extra- 
hirt und im Extracte mittelst Zusetzung von Kochsalzlosung 
his O,9°/o das Nucleohiston gefallt. Der Niederschlag wurde 
abcentrifugirt und Wasser gelost: um moglichst wenig 
Kochsalz in der Losung zu erhalten, wurden die Centrifagir- 
rOhrchen mit destillirtem Wasser rasch ausgewaschen zur 
fernung des der ROhrenwand anhaftenden O° oigen Woch- 
salzes. Wenn das Auswaschen nur kurz dauert, lst) sich der 
Niederschlag nicht merklich. Sodann wurde der Niederschlag 
mit ungefahr dem zwanzigfachen Volumen destillirten Wassers 
vemischt, worm es sich nach einiger Zeit ganz loste: die 
Losung wurde filtrirt. Das Filtrat zeigte nur eme sehr germge 
Opalescenz und enthielt sicher nicht mehr als 0,05° 0 Nat. 

Kine bestimmte Anzahl Cubikcentimeter (6 oder 12) dieser 
Losung wurde nun abgemessen und in ein’ Reagensrohrchen 
sebracht. Hierauf wurde tropfenweise die Alkalisalzsolution 
voh bekannter Stiirke (meistens cine bei 15° ganz oder halb 
sesattigle Losung) zugesetzt, bis sich der Niederschlag beim 
Zusetzen von mehr Salz nicht vermehrte. 

Die ersten Tropfen verursachen einen Niederschlag, der 
sich beim vorsichtigen Umschiitteln wieder l6st: die Fliissig- 
keit hat eine etwas stirkere Opalescenz bekommen: bet dem 
Zusatz des vorletzten Tropfens wird das Rohrchen der 
Regel erst undurchsichtig: wird darauf noch ein Tropfen zu- 
gesetzt, so entsteht, wenn man wenigstens NaCl, KCI, NHCI 
oder C,H,O,Na zur Fiillung anwendet, ein grobflockiger, 
klebriger Niederschlag, welcher sich ziemlich schnell am 
boden absetzt: vergréssert man nun den Salzgehalt) noch 
mehr, so vermehrt sich der Niederschlag nicht: es ist dies 
eben dadurch ziemlich genau wahrnehmbar, weil der Nieder- 
schlag grobflockig ist und sich absetzt. Bei der Fiallung mit 
Na,SO,, K,SO, oder (NH,),SO, ist) der Niederschlag meistens 
nicht so gross und setzt sich nicht so schnell am Boden ab; 
dennoch ist auch hier mit hinreichender Genauigkeit zu beob- 
achten, wenn die richtige Menge Salz zugesetzt ist. 
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Hei diesen Versuchen wurde immer derselbe Tropfapparat 
gebraucht: das Volumen der Tropfen war vorher genau be- 
stimmt worden. Aus der Anzahl der zugesetzten Tropfen und 
der bekannten Stirke der SalzlOsung konnte alsdann berechnet 
werden, wieviel Procent Salz das Gemiseh im Reagensrohrchen 
enthielt. Man findet in dieser Weise die geringste Menge Salz. 
welche den moéglichst vollstiindigen Niederschlag verursacht. 

einige Salzl6sungen fand ich die folgenden Concen- 
trationen. (Der Gehalt von hochstens 0,05" oiger NaCl, welcher 
in der Nucleohistonlésung vorhanden war, ist ausser Betracht 


gelassen, 


Natl 0,88" 
KCI 113%. 
NH,CL 0,84%o, 
C,H,O,Na = 1,31°», 
Na,sO, = 1,42%», 
KSO, 1.60%) 


Die Concentrationen des NaCl, KCI, NH Cl und sind 
ungel@hr isotonisch mit den WKorperfliissigkeiten: die Zahlen 
fiir NassO, und KUSO, zeigen davon jedoch nicht unerhebliche 
Abweichungen. 

Das freie Nucleohiston, welches gebildet wird, wenn z. b. 
eime Losung von Calciumnucleohiston mit nicht allzu schwacher 
behandelt wird. ist unl6slich in Wasser: man kann 
den durch Essigsiiure hervorgerufenen Niederschlag mit Wasser 
auswaschen, bis das Waschwasser vollkommen neutral reagirt : 
es zeigt sich alsdann, dass der Niederschlag vollig ungelos! 
eeblieben ist. zeigt das Waschwasser der letzten Aus- 
waschungen eine sehr geringe Opalescenz: die Flissigkeit ent- 
hilt dann aber so wenig Eiweiss, dass Salpetersiure keine 
Tritbung verursacht und die Xanthoproteinreaction, auch nach 
Verstiirkung derselben mittelst Ammoniak, nur sehr schwach 
sichtbar ist. Wenn aber eine so geringe Menge Eiweiss noch 
eine sichtbare Opalescenz verursacht, so darf man’ annehmen. 
dass dieses Eiweiss nicht gel6st vorhanden ist, sondern so 
fein. zertheilt) vorkommt, dass es durch Centrifugiren oder 


1) Auch von Ammonsulfat. Kalium- und Natriumnitrat. Kaliumoxala! 


und Kalitantartrat wird das Nucleohiston gefallt und list sich in Ueberschuss. 
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Filtriren nicht ganz entfernt werden kann: und sollte auch 
diese Meinung unrichtig sein und also eine Spur des treien 
Nucleohistons sich im Wasser lésen, so ist doch die be- 
treffende Menge zu gering, um in Betracht zu kommen. 

Der Auffassung nach, dass das Calciumnucleohiston ein 
Salz ist, muss, nachdem das Calcium mittelst Essigsiiure dem- 
-elben entzogen ist, das Nucleohiston als Saéure zuriickbleiben. 

Dass nun der in der oben angegebenen Weise von 
issigsiure gereinigte Niederschlag thatsicblich eine Siiure dar- 
~tellt, lasst sich leicht dadurch nachweisen, dass er Alkalien 
z. B. Ammoniak bindet. Setzt man niimlich dem in Wasser 
suspendirten Niederschlag ein wenig verdiinntes Ammoniak zu, 
-o bleibt die Reaction neutral, wiihrend ein Theil des Nieder- 
<chlages sich lost: auch bei der weiteren Zusetzung von 
Ammoniak bleibt die Reaction neutral, bis sich der ganze 
Niederschlag gel6st hat. Offenbar hat sich das Ammoniaksalz 
des Nucleohistons gebildet, welches in Wasser sehr leicht 
loslich ist. Zur Kontrole habe ich eine Menge des letzten 
\Waschwassers genommen, gleich gross wie diejenige Menge 
Wasser, worin der Niederschlag suspendirt war, und demselben 
ebenso viel Ammoniak zugesetzt, als nothig war, um_= den 
ganzen Niederschlag zu losen: es zeigte sich nunmehr, dass 
diese Fliissigkeit mit Lackmuspapier oder mit Phenolphthalein 
~tark alkalisch reagirte. 

Da also das freie Nucleohiston in Wasser unloslich, seine 
Verbindungen mit Erdalkalien darin wenig l6slich sind, erscheint 
es sehr wahrscheinlich, dass das Nucleohiston im wiisserigen 
Thymusauszuge als Alkalisalz vorhanden ist, welche Verbindung 
in Wasser leicht l6slich ist. 

Bei der Fallung des Nucleohistons aus dem = Thymus- 
auszuge mit Calciumchiorid wird, wie gezeigt wurde, das 
Calciumsalz gebildet. Das Calcium vermag also das Alkali- 
metall aus seiner Verbindung mit Nucleohiston zu verdrangen. 
Man muss sich demnach vorstellen, dass z. B. aus Nucleo- 
histonnatrium CaCl, gebildet wird Nucleohistoncalcium 
~- 2 NaCl: das Nucleohistoncalcium fiillt alsdann aus, nicht 
uur weil es an und fiir sich schon weniger I6slich ist als die 
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Natriumverbindung, sondern vor Allem auch weil es in. der 
betrvetfenden Chlorealciumlésung unléslich ist. 

Kbenso wie CaCl, vermégen wahrscheinlich auch Baryum- 
und Magnesiumsalze, obwohl dies nicht unmittelbar nachge- 
wiesen wurde, die Alkalimetalle aus ihren Verbindungen mit 
Nucleohiston zu verdriingen. 

Die Loshiechkeit der Salze des Nucleohistons kann also 
foleender Weise tabellarisch zusammengestellt: werden, 
losheh Wasser, 

Nikalical inehr weniger unléslich in sehr verdiinnten Alkali- 
| salzlisungen (fiir Na€l + 0), 
loshich im Ueberschuss von Salzen. 
| ziemlich léslch in Wasser, 
Magnesiumsalz unlOshch in OF bis 0.3° oiger MgsOy,. 
| lOshich in Ueberschuss von Salzen. 
wenig léslich in Wasser, 
unloslich in OL bis 0.5°oiger CaCl,, 
| lOshieh in Ueberschuss von Salzen. 
\ 


wenig losheh in Wasser, 
unloslich in bis 18° oiger Ba€l,, 
in teberschuss von Seaizen. 
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unloslich in Wasser, 
unloshieh in Salzlésungen. 

Weil das Histon cinen basischen Korper darstellt, ist) e- 
wahrscheinlich, dass die sauren Eigenschaften des Nucleo- 
histons dem Nuclem zukommen. 

Lilienfeld betrachtete das Nucleohiston als ein saures 
Salz, worin das Histon die Stelle des Metalls der gewohnlichen 
Salze vertrat. Mit dieser Auffassung stimmt tiberein, das= 
das Nuclein sich mit) Metallen) verbinden vermag. Zur 
niiheren Untersuchung dieser Verbindungen bereitet man das 
Nuclein auf gewohnliche Weise mittelst Fiillung des Nucleo- 
histons mit Essigsiiure und Digestion des Niederschlages 
withrend 12 bis 1&8 Stunden mit O,8°/oiger HCl: das ungelost 
gebliebene Nuclein wird sodann mit Wasser ausgewaschen und 
darauf in Wasser mit Hiilfe von ein wenig Alkali gelist: es 
braucht hierbei die Reaction nicht alkalisch zu werden: au- 
dieser LOsung kann das Nuclein mittelst Zusatz von nicht allzu 
eeringen Mengen Alkali- oder Erdalkalisalzen gefallt) werden. 
Der Niederschlag lOst sich im Ueberschuss dieser Salze nicht. 
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Das mittelst Calcium-, Baryum- oder Magnesiumsalze 
Nuclein loslich in Alkalien, unloslich in Wasser: 
durch Auswaschen mit Wasser kann also z. B. das mit CaCl, 
cefiillte Nuclein von tiberschiissigem CaCl, gereinigt werden. 
In der Asche des in dieser Weise von CaCl, gereinigten 
Nucleins findet man immer eine grosse Menge Caleium, woraus 
hervorgeht, dass das mit CaCl, gefiillte Nuclein eine Calcium- 
yverbindung darstellt. 

Nach einer anderen Methode, durch Spaltung niimlich 
des Nucleohistons mit Ba(OH), oder Ca(OH),, erhielt’ Lilien- 
feld die Baryum- resp. Calciumverbindung des Nucleins. An 
dieser Stelle muss ich noch nebenbei bemerken, dass schon 
Lilienfeld (loc. bd. XVID, 484) die Fillung der Baryt- 
verbindung des Nucleohistons mittelst BaCl, erwihnt, ohne 
dass er aber diesen befund des Niiheren begriindet. 

Wird das mit O,8°%/oiger HCL bereitete Nuclein mittelst 
Natronlauge gelbst, so entsteht das Natriumsalz: setzt man 
dieser Losung Natriumehlorid in nicht allzu geringer Menge 
gu, so fiillt das Nucleinnatrium; durch Auswaschen mit Wasser 
kann der Niederschlag allmiihlich wieder gelést werden. Es geht 
hieraus also hervor, dass die Verbindung des Nucleins mit Natrium 
lOslich ist Wasser, unléslich aber Salzlésungen: der 
einzige Unterschied gegen Nucleohistonnatrium ist, dass die 
letztere Verbindung sich im Ueberschuss von Salzen lost. Das- 
selbe gilt in Betreff der Kalium- und Ammoniumverbindungen. 

Wenn man das mittelst O,8°oiger HCl bereitete Nuclein 
in Wasser mit ein wenig Alkali lOst und in dieser Losung 
mittelst CaCl, einen Niederschlag hervorruft, bekommt man, wie 
vezeigt wurde, die Calciumverbindung des Nucleins. Auch hier 
vermag also, wie beim Nucleohiston, das Calcium die Alkali- 
metatle aus ihren Verbindungen mit dem Nuclein zu verdriingen. 

Sauren, z. B. OS oige HCl, zerlegen die Verbindung 
des Nueleins mit Calcium, sodass nach geniigender Aus- 
Waschung mit O,8°/oiger HCl in der Asche des Nucleins kein 
Calcium mehr vorhanden ist. 

Bang hat aus dem Thymusauszuge eine Substanz be- 
reitel, welche bei einem Gehalt von etwa 0O,9° 0 an Kochsalz 
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eefallt wurde, von 2° oiger NaCl jedoch wieder gel6st wurde, in 
dieser” Hinsicht) also voOllig tibereinstimmt mit mittelst 
O.9° oiger NaCl gefallten Nucleohiston. 

Die Methode, welcher Bang sich zur Darstellung dieser 
yon ihm als) Nucleinsiiure betrachteten) Substanz bediente, 
war kurz folgende: 

Nach Entfernung des Nucleoproteids mittelst’ Extraction 
mit OO oiger NaCl wurde die Thymusdriise mit Wasser aus- 
vezogen und der Auszug mit Kochsalz gesiittigt. Der dadurch 
eebildete Niederschlag wurde abfiltrirt und das Filtrat’ dialvsirt: 
es wurde durch die Dialvse die Nucleinsiiure gefallt. Man 
kann, zur Darstellung der Nucleinsiiure, nach Bang auch 
inmittelbar im wisserigen Thymusauszuge mittelst Zusatz von 
Kochsalz bis zu einem Gehalt von 0,9%o einen Niederschlag 
hervorrufen: man. filtrirt ab, lost den Niederschlag in Wasser 
und siittigt die Losunge mit Kochsalz. Man bekommtl jetzt 
wieder eine Fiillung, welche abfiltrirt: wird: im Filtrate fallt 
dann durch Alkohol die Nucleinsiiure. 

Nach dieser letzten Methode fillt Bang also den 
Thymusauszug unmittelbar mit 0,9 oiger NaCl. Es besteht der 
<o erhaltene Niederschlag ohne Zweifel aus Nucleohiston. Im 
Vorhergehenden ist gezeigt, dass man aus dem mit 0.9° oiger 
NaCl verursachten Niederschlage Histon und Nuclein bekommen 
kann, und ist darauf hingewiesen worden, dass der Kohlen- 
stoff- und Wasserstofigehalt tibereinstimmt mit dem auf andere 
Weise erhaltenen Nucleohiston. Dieses  Nucleohiston lost 
Bang in Wasser und siittigl die Losung mit Kochsalz: filtrirt 
man den dadurch entstandenen Niederschlag ab, so kann 
nach Bang im Filtrate mittelst Alkohol die Nucleinsiiure 
vefalll werden. Vom Nucleohiston ist also durch die Sittigung 
mit Kochsalz entweder Nucleinsiiure abgespalten, auf welche 
Moglichkeit’ bereits von Kossel aufmerksam gemacht worden 
ist, oder auch der mittelst Alkohol hervorgerufene Nieder- 
schlag war keine Nucleinsiiure. | 

Dass Bang aus dieser Substanz mittelst Extraction mil 
Salzsaure kein Histon erhalten konnte, ist kein Beweis dafiir, 
dass kein Histon darin vorhanden war, weil die Histonlésung 
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yon Bang nicht dialysirt wurde (es erhellt) wenigstens aus 
seiner Beschreibung nichts davon): zur Fallung des Histons 
mit Ammoniak ist aber die vorherige Dialyse nothwendig. 

Mittelst Salzsiiture konnte Bang, wie er erwiihnt, im 
Allgemeinen nur wenig Histon aus dem Thymusextracte 
bekommen: ich glaube das dem zuschreiben miissen, 
dass die Histonl6sungen nicht dialysirt worden waren. 

Ks ist) fernerhin bemerkenswerth, dass die Substanz, 
welche Bang als Nucleinsiiure betrachtet, von O,9°/oiger NaCl 
vefallt wird und sich dann in 2°/oiger NaCl wieder l6st, weil 
auch dem Nucleohiston diese Eigenschaft zukommt. 

Man mochte also dazu neigen, die Nucleinsiure Bang s 
‘iy Nucleohiston halten, wenn dieser selbst nicht aus- 
dritcklich erwiihnte, dass die Substanz mehr als 8°/o Phosphor 
enthiell, keine Biuretreaction gab und aus ihrer Losung von 
Kssigsadure nicht gefallt, wurde. 

Da ich nicht in der Lage war, mich mit den Aus- 
fihrungen Bane’s niither zu beschiftigen, so glaube ich vor- 
liufig annehmen zu miissen, dass durch die Sittigung mit 
Kochsalz Nucleinsiiure vom Nucleohiston abgespalten wird, 

Der wichtigste Schluss, zu welchem Bang kam, ist 
wohl dieser, dass im Thymusextracte kein  Nucleohiston 
vorhanden sei, sondern dass er nur ein Gemisch von Nuclein- 
sdure und Histon darstelle. 

Dass mittelst Essigsiiure im Thymusauszuge sowohl das 
Histon, als auch die Nucleinsiiure gefallt, wird, erklirt Bang 
dadurch, dass Eiweisskorper, welche mit Nucleinsiiure zusammen 
in L6sung vorkommen, durch Essigsiéiure gefallt werden, wobei 
die Nucleinsiiure mitgeféllt wird. Die gewoOhnliche Auffassung 
dieser Fiillung ist indessen diese, dass die Nucleinsiiure sich 
mit dem Eiweiss zu Nuclein oder Nucleoproteid) verbunden 
hat, welche Verbindungen von Essigsiiure werden. 
Wenn diese Erklirung die richtige ist, so muss man auch 
annehmen, dass im Thymusextracte die Nucleinsaéure sich mit 
tem Histon verbunden hat, und dass diese Verbindung von 
der Essigsiiure gefiillt, wird. 

Nun gibt es aber noch andere Methoden zur Fallung 
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des Nucleohistons, z. mittelst Caleiumechlorid: wire die 
Auffassung Bangs die richtige, so dafiir keine Erkliruny 
zu finden: man konnte sich noch vorstellen, dass die Nuclein- 
siure yon Chlorealetum als Calciumverbindung gefallt wiirde: 
das Histon wird jedoch, sich nachweisen liisst, von 
oigem CaCl, meht gefalt. Die Nucleinsiure hindert nach 
Bang die Fallung der Eiweisskorper mittelst Histon, und der 
Anwesenheit) von Nucleinsiiure im Thymusextracte ist 
seines Erachtens zuzuschreiben, dass das Histon aus letzteren 
kein Kiweiss fiillen kann. Man kann sich aber auf folgende 
Weise von der Unwahrscheintichkeit dieser Meinung tiberzeugen. 
Kine gewisse Menge Histon wird gelést) oiger HCl: 
die Losung wird dialysirt, bis die Reaction neutral geworden 
ist. (Sicherheitshalber habe ich die Histonl6sunge noch 18 
Stunden dialysirt, nachdem omit) Lackmuspapier Keine saure 
Reaction mehr nachgewiesen werden konnte.) Das Histon 
bleibt bei der Dialyvse gelOst. Setzt man dem Thymusextracte 
elm wenlg von dieser neutralen Losung zu, so entsteht sofor! 
cin Niederschlag. Aus welchem Eiweisskorper dieser Nieder- 
schlag besteht, habe ich mieht) niiher untersucht: wohl aber 
fand ich, dass eine neutrale Losung von HCI-Histon im Siande 
war. in emer Losune von Natriumnucleohiston oder auch in 
einer Losung des im ‘Thymusextracte vorhandenen Nucleo- 
proteids einen Niederschlag hervorzurufen. 


Die vhrigen im Thymusertracte rorhandenen 


Das von Lilienfeld entdeckte Nucleoproteid wird von 
Chlorealeium nur zum kleinsten Theile gefallt. Wenn die 
Thymusdriise 12—24 Stunden mit Wasser extrahirt worden 
ist, kann das Nucleohiston mittelst 0,1 ° oigem CaCl, vollig gefall! 
werden. Im Filtrate ist dann der grésste Theil des Nucleo- 
proteids gelOst vorhanden und kann daraus mit) Essigsiure 
oder Salzsiture gefallt werden. Nucleohiston ist aber im 
Filtrate nicht mehr vorhanden, weil die salzsaure oder essig- 
saure Fiillung sich im Ueberschuss dieser vollig lost: 
weiter Hisst steh von der mit Essigsiure gefiillten Substanz 
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mittelst OS ° oiger HCL kein Histon abspalten: lost diese 
Substanz in 0,2°/oiger HCl, so entsteht bei der Pepsindigestion 
ein Niederschlag von Nuclein. Der Phosphorgehalt dieses 
Nucleoproteids betriégt ungefiihr 1° o: von den Purinbasen 
konnte ich, ebenso wie beim Nucleohiston, namentlich Adenin 
daraus erhalten. 

Wenn das Nucleohiston mittelst CaCl, gefallt ist, lost 
sich das tm Filtrate befindliche Nucleoproteid oft nur schwierig 
im Ueberschuss von Essigsaure; dagegen ist es schon in 
O.1--0.2° oiger HC! vollkommen léslich. Das mit Essigsiiure 
vefiillte Nucleoproteid) kann in’ Wasser, unter Zusatz von 
ein wenmg Ammoniak ungefiihr bis zur neutralen Reaction, 
velost werden: faillt man nun nochmals mit Essigsiiure, so 
list sich der Niedersehlag viel leichter Ueberschuss der 
Sadure, 

Gebraucht man zur Losung des mit Essigsiiure gefiillten 
Nucleoproteids nicht allzu viel Wasser, so kann mittelst CaCl, 
wieder ein Theil des Nucleoproteids gefiillt werden: beim 
Nucleohiston genugte ein Gehalt von Chlorcaleium zur 
volligen Priicipitation: das Nucleoproteid) wird etwas leichter 
gefallt, wenn man etwas mehr CaCl,, zB. bis 0.2%, zusetat: 
der Niederschlag ist dann meistens etwas) grésser. immerhin 
aber sehr unvollstiandig. 

Die Loslichkeitsverhiiltnisse des mittelst CaCl, gefiillten 
Nucleoproteids stimmen ungefihr mit denjenigen des Caleium- 
nucleohistons tiberein: der Niederschlag lost) sich im Ueber- 
schuss von CaCl, und anderen Salzen und auch in) Wasser 
unter Zusatz von ein Paar Tropfen verdiinnten Ammoniaks. 
Wenn es bei dieser sehr leicht alkalischen Reaction gelost 
ist, so entsteht bei abermaligem Zusatz von CaCl, nicht von 
Nenem ein Niederschlag, sondern hodchstens eine Opalescenz. 
ks ergibt sich also, dass das Nucleoproteid bei neutraler 
Reaction nur zum kleinsten Theile, bet schwach alkalischer 
heaction so gut wie gar nicht mehr yon Chlorealcium gefiillt wird. 

Wenn das Nucleohiston durch zweimalige Fiillung aus 
dem Thymusauszuge bereitet wird, ereignet sich mit dem 
Nucleoproteid also Folgendes: 

1i* 
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Bei der ersten) Pracipitation wird kleiner Theil 
vefallt, wiihrend der grosste Theil gelost bleibt, erstens weil 
CaCl, das Nucleoproteid immer sehr unvollstiindig fallt) und 
zweitens well O1°o CaCl, nicht derjenige Gehalt ist, wobei 
in einer’ LOsung des Nucleoproteids der moglichst grosse 
Niederschlag entsteht: wie gesagt, bekommt mittelst 
0,2 oigem CaCl, meistens einen etwas reichlicheren Niederschilag. 

Lost man den mit CaCl, hervorgerufenen Niederschlag, 
welcher also zum allergréssten Theil aus Nucleohiston besteht, 
in Wasser unter Zusatz von ein wenig verdiinntem Ammoniak 
und nochmals mit CaCl,, so bleibt bei dieser geringen 
alkalischen Reaction auch der Rest des Nucleoproteids gelost: 
im Filtrate findet man dann auch immer ein wenig Nucleo- 
proteid, welches mit Essigsiiure oder Salzsiure getillt werden 
kann und sich im Ueberschuss dieser Sauren lost. 

Mittelst. zweimaliger Pracipitation mit O,1°/oigem CaCl, 
kann also das Nucleohiston vom Nucleoproteid getrennt werden. 

Kin brauchbares Mittel zur Entscheidung der Frage, ob 
das Nucleohiston vom Nucleoproteid geremigt ist, bildet die 
Millon’sche Reaction. Das Nucleoproteid gibt naimlich diese 
Reaction stark, das Nucleohiston dagegen viel schwicher. 
Der Thymusauszug oder der darin mittelst Essigsaure  ver- 
ursachte Niederschlag geben auch eine starke Reaction. Wird 
einmal mit CaCl, gefiillt, so gibt der Niederschlag schon eine 
viel schwiichere Reaction, withrend diese nach zweimaliger 
Filling mit CaCl, noch etwas vermindert ist. [mmer aber 
gibt das Nucleohiston auch nach dreimaliger Fallung mit 
CaCl, oder auch mit oiger NaCl noch eine schwache 
Millon’sche Reaction. Diese letztere scheint also dem 
Nucleohiston selbst) zuzukommen. Weil tibrigens das Histon 
die Millon’sche Reaction gibt, so war dies fiir das Nucleo- 
histon schon von vornherein wahrscheinlich. Auch die 
Xanthoproteinreaction ist beim Nucleoproteid stérker, als beim 
Nucleohiston. Das Nucleoproteid unterscheidet sich fernerhin 
vom Nucleohiston durch die Adamkiewicz sche Reaction: 
es wird diese vom Nucleoproteid gegeben, vom Nucleohiston 
nicht. Setzt man aber zuvor dem Nucleohiston «Naphthol 
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zu. so kommt die Adamkiewicz sche Reaction wohl zu 
Stande. Gebraucht man an Stelle des a-Naphthol Thymol, 
<0 entsteht eine karminrothe Farbe. Das Nucleohiston gibt 
also die Reaction von Molisch, allein es enthilt zu) wenig 
aromatische Gruppen fiir das richtige Zustandekommen der 
Adamkiewtez schen Reaction: hiermit stimmt iiberein, dass 
die Reaction von Millon nur schwach ist beim Nuecleohiston, 
stark beim Nucleoproteid. 

Die Asche des mit CaCl, gefiillten und durch Auswaschen 
mit) Alkohol tiberschiissigem CaCl, gereinigten Nucleo- 
proteids enthilt immer eine grosse Menge Calcium, woraus 
sich ableiten Hisst, dass man es hier, sowie beim Nucleo- 
histon, mit einer Calciumverbindung zu thun hat. 

Baryumchlorid  fiillt das  Nucleoproteid ebenso wie 
Calciumehlorid: auch Magnesiumsulfat kann eime Fallung 
verursachen. Die Alkalisalze bewirken aber in emer LOsung 
des Nucleoproteids gar keine Fiillung: auf dieser letzten 
Kigenschaft beruht die Trennung des Nuecleohistons vom 
Nucleoproteid, welche von Bang angegeben wurde. 

Nach dieser Methode wird die Thymusdriise vor der 
Kxtraction mit Wasser, mit 0,9°/oiger NaCl ausgezogen, worin 
sich das Nucleoproteid, obwohl mit Opalescenz, lost, wiihrend 
das Nucleohiston ungelost bleibt. 

Man kann aus dem Nucleoproteid, wie auch Bang be- 
merkt, mittelst Q8° oiger HC] kein Histon bekommen: das Nucleo- 
proteid l6st sich im der Salzsiiure, und beim Stehenbleiben 
dieser Losung setzt sich kein Niederschlag von Nuclein ab: 
durch Verringerung der sauren Reaction mittelst Alkali kann 
das Nucleoproteid wieder gefiillt werden, wiihrend der Nieder- 
schlag sich in verdiinntem Ammoniak list. Der Niederschlag 
entsteht schon bei der schwach sauren Reaction, wobei das 
Nucleoproteid gefallt wird, und enthiilt also kein Histon. 

Wird die Losung des Nucleoproteids in 0,8° 0 oder 0,2° oiger 
HCl dialysirt, so fallt bei schwach saurer Reaction das Nucleo- 
proteid aus und lost sich nicht. wenn im Verlaufe der Dialyse 
die Reaction neutral wird. Der Niederschlag list sich in ver- 
diinntem Ammoniak: im Filtrate des Niederschlags befindet sich 
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ebenfalls kein darch Ammoniak fillbarer Korper. Auch in dieser 
Weise ist also aus dem Nucleoproteid kein Histon zu erhalten, 

Wenn das Nucleoproteid wihrend emiger Zeit in ziemlich 
~turker Siture, Bo bis 10° oiger Essigsiiure oder bis 
oiger Salzsiiure aufbewahrt worden ist und darauf 
mittelst, Zusetzung von Ammoniak wieder gefallt wird, so  er- 
elgnet es sich oftmals, dass sich der Niederschlag sogar in 
Veberschuss von Ammoniak nicht J6st: man mochte meimen, 
es in diesem Falle mit Histon zu thun zu haben: dennoch ist 
diese Meinung, wie ich glaube, nicht richtig: erstens ist) der 
Niederschlag auch so gut wie unloslich in Séuren. weiter ent- 
steht der Niederschlag bei der schwach sauren Reaction, wobei 
auch das Nucleoproteid gefallt wird, und drittens sich) die 
Filling inp Kalilauge weil schwieriger als Histon. Es ergiht 
sich also, dass das Nucleoproteid von der Siture, worin’ es 
eelOst war, derartig verindert wird, dass es nach der Fiillung 
mittelst Verringerung der sauren Reaction nahezu  unloslich 
eeworden ist. 

Obwohl also vom Nucleoproteid mittelst O.8° oiger oder 
var stirkerer Salzsiiture kein durch Ammoniak fillbares Histon 
abgespalten werden kann, und tberhaupt die Salzsiiure keine 
Spaltung zu bewirken scheint, so ist damit nicht gesagt, dass 
das Nucleoproteid keinen basischen, dem Histon vergleichbaren 
Korper enthilt. Die Méglichkeit besteht z. B.. dass aus dem 
Nucleoproteid das von Fleroff!) entdeckte Parahiston mittelst 
2 oiger Schwefelsiiure bereitet werden kann. [ch habe dies 
aber nicht naher untersuchen kénnen. 

Durch Siittigung mit Magnesiumsulfat wird das Nucleo- 
proteid gefallt. 

Wie bereits erwihnt wurde, hat Malengreau die 
fractionirte Fiillung mit Ammonsulfat verwendet zur Trennung 
des Nucleoproteids vom Nucleohiston. 

Die Resultate Malengreau’s weichen in dreierler Hin- 
sicht erheblich von den meinigen ab. 

Ber der Trennung des Nucleohistons vom Nucgleoproteid 


1) Diese Zeitschrift. Bd. S. 3507. 
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miltelst CaCl, bekommt man eine Menge Nucleoproteid, welche 
viel geringer Ist als diejenige des Nucleohistons (5.5 bis 4 Theie 
Nucleohiston aul em Theil des Nucleoproteids): dagegen sind 
diese Mengen nach der Methode von Malengreau, wenigstens 
<chiitzungsweise) genommen, gleich gross.  Zweitens erhiell 
Malengreau aus dem Nucleoproteid ein Histon. 

Es ist moglich, dass diese beiden Resultate miteinander 
in Zusammenhang stehen. Malengreau sagt, dass es nicht 
leicht sei, das Nucleoproteid véllig von Nucleohiston gereinigt 
zu erhalten: wenn aber bei der Fiillung des Nucleoproteids 
mittelst nahezu halber Sattigung mit Ammonsulfat schon eme 
Menge von Nucleohiston mitgefiillt wird, so wird nicht nur 
die Menge des Niederschlags grésser sein, als wenn nur das 
Nucleoproteid gefallt, war, sondern es wird auch mittelst 1° oiger 
HCl aus dem Niederschluge Histon zu erhalten sein: das Aus- 
waschen des Niederschlages mit) Ammonsulfatlosung, welche 
VMalengreau zur welteren Reinigung anwendet. wird das 
vefilllte Nucleohiston gewiss nicht wieder l6sen. 

Von dem aus dem Nucleoproteid erhaltenen Histon gibt 
Malengreau keine genane Beschreibung: es wurde bereitet 
inittelst, Extraction des Nucleoproteids oiger HEL: nach 
24 Stunden hatte sich eine grosse Menge des Histons gelost, 
und es wurde dies sodann aus seiner LOsung mittelst Ammon- 
<ulfat gefillt. Da nun das Nucleoproteid oiger HEL 
lich ist (obwohl es, wie wir sehen werden, durch die Behand- 
lang mit Ammonsulfat Loslichkeit) betriichtlich verliert), 
xo wire es moglich, dass die in der Salzsiiure geloste Substanz 
wenlgstens theilweise aus Nucleoproteid bestand: hiermit stimmit 
liberein, dass das Histon aus dem Nucleoproteid ber derselben 
Concentration von Ammonsulfat gefallt wurde, als das Nucleo- 
proteid selbst. 

Drittens fand Malengreau den Phosphorgehalt des 
Nucleoproteids zu etwa wahrend das mittelst’ CaCl, 
von dem Nucleohiston getrennte Nucleoproteid ungefahr 1° » 
Phosphor enthilt. Welcher Ursache dieser Unterschied  zu- 
geschrieben werden muss, ist schwer zu sagen: nur will ich 
auf Folgendes aufmerksam machen. 
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Wenn man nach der Methode von Malengreau das 
Nucleoproteid mit Ammonsulfat fallt,4) so lost sich der Nieder- 
schlag ziemlich schwer in Wasser; die L6sung ist opalisirend. 
Fallt man nun nochmals mit Ammonsulfat, so ist der Nieder- 
schlag nahezu Wasser und aueh in Siiuren nur 
wenlg lOslich. Dasselbe ereignet sich, falls einmal mit Ammon- 
sulfat gefallt und sodann mit Ammonsulfatlosung ausgewaschen 
wird. Durch die Behandlung mit Ammonsulfat wird also das 
Nucleoproteid derartig geiindert, dass seine Loslichkeit 
erosstentheils eingebtisst hat, und es muss demnach das Aus- 
salzen, welches sonst meistens als ein indifferenter Vorgang 
betrachtet. wird, in diesem Falle als nicht ganz indifferent 
bezeichnel werden. Es ist nun nicht unmoglich, dass bet dieser 
Aenderung auch der Phosphorgehalt) sich geindert hat. Aus 
den Ausfiihrungen Bang’s muss, wie) bemerkt wurde, als 
wahrscheinlich abgeleitet’. werden, dass) durch Siittigung mit 
Kochsialz vom Nucleohiston Nucleinsiiure abgespalten wird: 
viellercht findet ein dhnlicher Vorgang statt, wenn das Nucleo- 
proteid Ammonsulfat gefallt) wird. 

leh muss an dieser Stelle bemerken, dass auch von 
der Phosphorgehalt des Nucleoproteids ganz 
niedrig gefunden wurde (0,433°0). Auch hier war allerdings 
das Nucleoproteid emer ziemlich starken Kochsalzlosung 
(etwa oiger NaCl) gewesen. Zugleich wird von 
Lilienfeld angegeben, dass die von ihm = erhaltene Substanz 
unloslich in Wasser ist, wihrend das von mir erhaltene Nucleo- 
proteid sich im Wasser lost (gemeint werden hier die Alkali- 
salze des Nucleoproteids). Wie das Ammonsulfat, so scheint 
also auch das Kochsalz in stiirkeren Losungen sich dem Nucleo- 
proteid gegeniiber nicht ganz indifferent zu verhalten. 

Lilienfeld vermuthete, dass das Nuecleohiston im Kerne 
der Thymuszellen enthalten war, das Nucleoproteid im Cyto- 
plasma. Der Kern nimmt in diesen Zellen den gréssten Raum 
ein; es ist also nicht unwahrscheinlich, dass im Kerne das 

1) leh habe hierzu soviel Ammonsulfat zugesetzt, dass die Flitssig- 


keit zu etwa einem Drittel mit Ammonsulfat gesittigt war. 
2, Diese Zeitschrift. Bad. 475. 
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Nucleohiston enthalten ist, welches auch die Hauptmasse der 
Miweisskorper im Thymusauszuge darstellt. 

Nachdem von Calciumehlorid besonders das Nucleohiston 
gefiillt wird, habe ich versucht, ob  vielleicht) mikroskopisch 
Aenderungen der Thymuszellen) zu) beobachten) waren, wenn 
unter dem Deckglase O,1° oiges CaCl, zugesetzt wurde: es war 
dies der Fall: der Kern wird némlich scharf sichtbar und 
bekommt ein korniges Aussehen. Wird dagegen Wasser zu- 
vesetzt. oder auch eine stiirkere Salzl6sung, so lOsen sich die 
Kerne ganz aul. 

Diese Wahrnehmung stimmt also mit der Vermuthung 
Lilienfeld tiberein. 

Witd die fei zerhackte Thymusdriise wiahrend kurzer 
Zeit, z Bo 1 bis 2 Minuten, mit Wasser geschiittelt’ und daraut 
sofort die Fliissigkeit abfiltrirt, so findet man im Filtrate mur 
Nucleoproteid: es weist dies darauf hin, dass das Nucleoproteid 
in den iiussersten Schichten der Thymuszellen, somit- im Cyto- 
plesma, vorhanden ist. 

Bang meint, dass das Nucleoproteid nicht in den Thymus- 
zellen selbst. sondern der Intercellulartliissigkeit) enthalten 
sei: wegen der relativ. grossen Mengen von Nucleoproteid, 
welche im Thymusauszuge vorhanden sind, halte ich diese 
Meinung, wenigstens Bezug auf die lebendigen Thymus- 
zellen, fiir unwahrscheinlich, 

Wenn aus dem Thymusauszuge das) Nucleohiston und 
das Nucleoproteid entfernt sind, so bleibt in’ der restirenden 
Fliissigkeit noch Eiweiss zuriick. Um dieses Eiweiss zu er- 
halten, fillt man das Nucleohiston mit CaCl, und aus dem 
Filtrate das Nucleoproteid Essigsiiture: das Filtrat) dieses 
Miederschlags wird sodann neutralisirt mit Ammoniak. (Setzt 
man zu viel Ammoniak zu, so entsteht ein Niederschlag vou 
Tricalclumphosphat.) 

Wird das neutralisirte Filtrat mit Magnesiumsulfat gesattigt, 
so bekommt man einen geringen Niederschlag, welcher  viel- 
leicht ein Globulin darstellt, vielleicht auch nichts anderes ist, 
als ein Theil des Nucleoproteids. falls die Fillung mit Essig- 
siiure nicht ganz vollstiindig gewesen war. Wenn der mittelst 
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Sattigung mil MgSO, erhaltene Niederschlag in Wasser gelést 
wird und darach dialvsirt, so entsteht m der dialvsirten Losung 
mittelst Essigsiture oder Salzsiture ein Niederschlag, der sich 
im Ueberschuss der Siture l6st. 

Durch die Sattigung mit MgSO, wird nicht alles kiweiss 
aus der Fliissigkeit entfernt: ei ziemlich grosser Theil bleibt 
celost und stellt) wahrscheinlich em Albumin dar. Dieses 
Albumin und das moglicher Weise vorhandene Globulin ent- 
~fammen wohl grésstentheils der Intercellularfliissigkeit. Bang 
erwihnt= @leichfalls das  Vorhandensein eimes Alburmins und 
eines Globulins tm Thymusauszuge, 

In Bezug auf die relativen Mengen der im Thymusauszuge 
Lefindlichen Eiweisskorper habe ich folgende Zahlen erhalten: 

160 ¢ Thymusdriise wurden zweimal mit 500 ccm. 
Wasser extrahirt: dem darauf noch restirenden Thymuasgewebe 
wurde omittelst theilweisen Auspressens der Fliissigkeit die 
ungefihre Consistenz der feinzerhaeckten Driise gegeben: das 
Gewicht dieses rvestirenden Antheils betrug @: durch die 
Extraction hat also das Gewicht um ungefiihr ab- 
cenommen., 

Aus den beiden Extracten wurden nun erhalten: 


Calenunnucleohiston: 69.4% 
Nucleoproteid : D 64-4 18.7 
Sonstige Eiweisskérper: L685 11.9% 


(Es wurden diese letzteren mittelst Coagulation bet 
<chwach sauerer Reaction, allerdings nicht ganz vollstandig, 
ubgeschieden. ) 

Man findet: also im Ganzen 14,136 ¢ Eiweisskorper in 
der Driise: es enthilt demnach die Thymus ungefiihr 
12% in Wasser lésliche Eiweisskorper. 


Die clementare Zusammensetzung des Nucleahistons und des 


Nucleaprotetds aus den Thymuszellen. 


Da die Analysen Lilienfeld’s sich bezogen auf den 
Niederschlag, welcher mittelst’ Essigsiiture im Thymusauszuge 
hervorgerufen werden kann, wiahrend dieser Niederschlag 
~owohl das Nucleohiston, als auch das Nucleoproteid 
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<0 War zu erwarten, dass die Zahlen, welche tir die Zusammen- 
<etzung des reinen Nucleohistons gefunden werden sollten, 
von denjenigen Lilienfeld’s abweichen wirden. Es war 
dies thatsiichlich der Fall. 

Erstens theile ich hier die in Bezug aul das Nucleohiston 
erhaltenen Resultate mit. 

Die Nucleohistonpriiparate, welche emer Analyse unter- 
zogen wurden, waren folgender Weise bereitet : 


A. Caletumnucleohiston, 

Aus dem Thymusauszuge gefillt mittelst oigen : 
der Niederschlag wurde gel6st in Wasser unter Zusatz von 
einigen ‘Tropten verdiinnten Ammoniaks: sodann wurde. filtrirt 
und wieder gefillt mit O,1°/oigem CaCl,; der Niederschlag 
wurde darauf dreimal Alkohol, sodann mit Aether ausge- 
waschen und schliesslich bei 110° getrocknet. 


B. Magnesiumnucleohiston. 

Aus dem Thymusauszuge gefillt mit) oiger MgsQ,. 
Der Niederschlag wurde gelOst in Wasser unter Zusatz von 
einer Spur Ammoniak: die Losung wurde filtrirt und wieder 
gefallt mit Q,2° oiger MgSO,. Der Niederschlag wurde dreimal 
mit Alkohol, darauf mit Aether ausgewaschen und bei 110° 
setrocknet, 

C. 

Aus dem Thymusauszuge gefillt mittelst Zusatz von Koch- 
salzlosung bis 0,9°/o. Der Niederschlag wurde gelost in Wasser 
und noch zweimal in derselben Weise mit Kochsalz gefillt. 
Sodann wurde dreimal mit Alkohol, daraut mit Aether ausge- 
waschen und der Niederschlag sechliesslich ber 110° getrocknet. 


Kohlenstoff- und Wasserstoffbestimmungen. 
a) Caleiumnucleohiston, Praparat L. 


1, 0.4382 © trockene Substanz lieferten: 


0.7270 ¢ CO, = ©. 
0.2530 ¢ HO = 6.419% H. 


1.0345 » trockene Substanz lieferten 0.0725 ¢ Asche: der Aschen- 
vehalt dieses Priparates war also 7,008°o. Auf die aschenfrere Substanz 
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bereclinet. findet man also fiir den Kohlenstoff- und Wasserstoffeehalt 
48.6625 C und 6.90%. 
¢ trockence Substanz lieferte: 
0.5735 g CO, = 45,37 %o C. 
0.2042 HO 6.59% H. 
Auf die asehenfreie Substanz berechnet, findet man: 48,80°. © 
und 7.08" o H 


b Natriumnucleohiston. 


& trockene Substanz lieferten: 
0.6099 CO, = 44.42% C. 
O2180 ¢ HO = 646% 


¢ trockene Substanz heferte 0.0369 Asche: der Aschen- 
vehalt war also 

Auf die aschentreic Substanz berechnet, findet) man demnach : 
$8.92". C und 7,12°» H. 

Der ziemlich hohe Aschengehalt) des Calciumnucleo- 
histons muss dadurch erklirt werden, dass das Calcium in 
der Asche als Calciumsulfat, Calciumphosphat, theilweise viel- 
leicht) auch als Calciumearbonat vorhanden ist. Ueberdies 
war der Aschengehalt) des Nucleohistons, nachdem  mittelst 
Extraction mit) Essigsiiure das Calcium daran entzogen war. 
noch 1.719% 

hs war aber wichtig, zu erfahren, ob das fiir die oben- 
stehenden Analysen gebrauchte Calciumnucleohiston  iiberdies 
noch freie Aschenbestandtheile, z. B. CaCl,, NaCl oder Tri- 
cealciumphosphat enthielt. Verunreinigung mit NaCl oder CaCl, 
konnte wegen der bBereitungsmethode und des Auswaschens 
mit Alkohol als ausgeschlossen gelten. Wurde das Priiparat 
mit) Alkohol extrahirt, der Alkohol abfiltrirt und bis zur 
Trockne abgedamptt, konnte nach dem Ausspiilen des 
Abdampfschiilchens mit) Wasser diesem Wasser mittelst 
Kaliumoxalat) auch nach 24 Stunden kein Calcium nachge- 
wiesen werden. Der Thymusauszug enthilt nach Lilienfeld 
saure Phosphate: weil der Auszug einigermassen amphoter 
reagirt. darf man annehmen, dass darin auch neutrale und 
basische Phosphate vorhanden sind; bei der ersten Priicipita- 
tion mittelst CaCl, konnen letztere gefallt werden: der aller- 
erosste Theil der Phosphate wird aber in dieser Weise ent- 
fernt. Wird nun der Niederschlag von Calciumnucleohiston. 
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der immer einige Fliissigkeit (also auch gelOste Phosphate) 
und CaCl, enthalt, gelOst in Wasser bei sehr schwach alka- 
lischer Reaction, so kann wieder geringer Niederschiag 
von Tricalciumphosphat entstehen. Es wurde deshalb 
Losung vor der zweiten Fallung mit CaCl, filtrirt. Obwohl es 
demnach gleichfalls unwahrscheinlich war, dass das Priiparat 
mit Calclumphosphat verunreinigt war, so habe ich dies je- 
doch auf folgende Weise niiher zu ermitteln versucht: 
Ungefiihr 500 mg der trockenen Substanz wurden ge- 
mischt mit 15 com. L°%oiger Essigsiiure. Nachdem das Ge- 
misch einige Zeit gestanden hatte, wurde durch ein) aschen- 
freies Filter” filtrirt: das Filtrat) wurde alkalisch gemacht 
inittelst Ammoniak; es entstand dadurch kein Niederschlag ; 
sodann wurde ein wenig Magnesiamixtur zugesetzl. Nach 
24 Stunden war nur ein idusserst geringer, vollig unwagbarer 
Niederschlag entstanden. Die Verunreinigung mit) Calcium- 
phosphat) konnte also praktisch ausser Betracht  gelassen 
werden. Hiermit) stimmt iiberein, dass der Calciumgehalt 
dieses Pritparates (1,344%o), innerhalb der Beobachtungs- 
tehler, tibereinstimmend gefunden wurde mit demjenigen des 
Calciumnucleohistons, welches vor der Fallung mit) CaCl, 
mittelst. Priicipitation durch Essigsiiure und nachherigen Aus- 
waschens mit Wasser von Phosphorsiure gereimigt worden war. 
(Es wurde hierbei 1,341°/0 Ca gefunden, woriiber unten Naiheres.) 
Im Natriumnucleohiston kann nur NaCl als Verunreini- 
sung vorkommen, weil das NaCl mittelst Auswaschen mit 
Alkohol nicht geniigend entfernt werden kann: einer geringen 
Menge NaCl im Priiparate muss es demnach wahrscheinlich 
zugeschrieben werden, dass der Kohlenstoffgehalt’ der aschen- 
haltigen Substanz etwas niedriger gefunden wurde, als beim 


Calciumnucleohiston: dagegen stimmen die Resultate, wenn auf 


aschenfreie Substanz berechnet, nahezu tiberein. 
Lilienfeld fand fiir den Kohlenstoff- und Wasserstofl- 
vehalt des Nucleohistons im Mittel 4#8,46°0 und 7° o HL. 
Obwohl er dies nicht ausdriicklich erwilnt, so geht doch 
aus seiner Beschreibung hervor, dass die von ihm gefundenen 
Zahlen auf die aschenhaltige Substanz berechnet sind. Diese 
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sind erheblich hoher, als diejenigen, welche in 
Mittel fiir das Caletumnucleohiston fand, niimlich 45.31% © 
und 6.500 6 

Dieser Unterschied Kann micht nur der Verunremigune 
des von Lilienfeld verwendeten Praparates mit Nucleoproteid 
zugeschrieben werden, wenn man in Betracht zieht, dass der 
Thymusauszug ungefihr vier Gewichtstheile Nucleohiston aut 
einen Gewichtstheil des Nucleoproteids enthéll, wiaihrend dieses 
Verhaltniss im essigsauren Niederschlage ungefithr dasselbe 
sein muss. Nach meinen Bestimmungen enthilt das Nucleo- 
proteid 50°. WKohlenstoff: berechnet man nun den Kohlen- 
stoffechalt eines Gemisches von vier Theilen Nucleohtston und 
einem Theile Nucleoproteid, findet man 46,25°0 also 
221% wenger, als von Lilienfeld e@efunden wurde. Die 
Ursachen dieses Untersehieds sind. memes Erachtens, folgende 

Erstens war das von mir verwendete Nucleohiston eine 
Caleiumyverbindung. welche also ein etwas hoheres Molekular- 
eewicht besitzl, als das von Lilienfeld mit Essigsiiure gefallte 
Nucleohiston: der Wohlenstolfgehall der Calcitunverbindune 
muss etwas medriger sein. Der dadurceh hervor- 
eerufene Unterschied kann aber nicht 2,210 betragen. weil 
der Caletumegehalt des Calciumnucleohistons nur be- 
triigt: dennoch wiirde das Nucleohiston, wenn das Calcium 
demselben entzogen war. ungefahr O,6° 0 Kohlenstoff mehr 
enthalten miissen: es wird dadurch der Unterschied von 2.21° 
wut o herabgesetzt. 

Zweitens besteht die Méglichkeit, dass das von Lilien- 
leld bereitete Nucleohiston ausser dem Nucleoproteid noch 
anderes Eiweiss als Verunreinigung enthielt: fallt) man 
lich den Thymusauszug mit Essigsiiture, so ist die im Filtrate 
vorhandene Menge Eiweiss nur eine geringe entspricht 
ohne Zweilel nicht der totalen, im Thymusauszuge 
befindichen Menge Eiweiss: bet emer zweiten Fiillung mil! 
ist die Menge Eiweiss im Filtrate noch geringer. 
Der essigsaure Niederschlag reisst also Eiweiss mit) ist 
nur schwierig davon zu reinigen: es ist nun nicht unmodglich, 


dass dieses Eiweiss den WKohlenstoffgehalt des Priparates um 
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ein Geringes beeinthisst hat. Ein unmittelbarer das- 
her der Fiallung mit) Essigsiiure mancherle: Substanzen  mit- 
gefallt werden, ist darin gegeben, dass auch der bpaune Farb- 
stoff des Thymusextractes vom essigsauren Niederschlage mit- 
verissen wird: der Niedersehlag wird dadureh brituntich gvefarbt, 
wihrend das Fillrat wasserhell ist. Dahingegen ist das mittelst 


CaCl, gefallte Nucleohiston weiss und der braune Farbstott 


verbleibt im Filtrate. Man kann nan zwar durch die spitere 
Behandling mit Alkohol und Aether den braunen Farbstofl 
yvollkommen aus dem essigsuuren Nrederschlage entfernen. eine 
Verunreinigung mit Eiweiss wird aber anf diesem Wege ge- 
Wiss nicht bescitigt werden. 

Drittens ist es moghich. dass der und Wasser- 
stoflvehall von Lilrenfeld thatsiichhich etwas zu hoch gefunden 
wurde: eine von mir in einem genau nach der Lilienfeld- 
schen Methode bereiteten Priiparate ausgeliihrte Bestimmung 
als Resultat: Cound 684% o Der Aschen- 
vehalt des Praparates war 2.527" 0 und, auf die aschentreie 
Substanz berechnet, findet mau also 8.42% 0 und 7.02% 

Lilienfeld) fand im) Mittel 48.46° und 7°%o H. 
sollte also Lilienfeld seme Zahlen aut die aschentreie Sub- 
stanz berechnet haben. welches aber aus seiner Beschrembung 
uicht hervorgeht. so stimmen die Resultate nahezu vollig 
iiberein. andernfalls besteht ein Unterschied youn 
und 0.16° 

B= wurden diese nach der kKyeldahl schen Methode aus- 
seefuhrt. Die Substanz wurde mit 10 cem. eines Gemische- 
von com. concentrirter Schwelelsiure und 100 PLO. 
unter Zusatz eines Tropfens QGuecksilbers gekocht. Das Am- 
moniak wurde aufgefangen int 4 n-HySO,. Als Indicator bein 
Titriren diente Methylorange. Es wurden tmmer dieselbe 
Kliissigkeiten und womdglich davon auch dieselben Mengen 
benutzt. Drei vorher ausgefiihrte blinde Versuche tihrten= zu 
ungefihr demselben Wesultate: im Mittel wurde 
n-H,SO, verbraucht: bei der Angabe der Zahlen des ver- 


brauchten n-H SO, ist dem Rechnung getragen worden 


exe, 
ve 
th 
{ 
a 


a. Calerumnucleohiston, Praparat I. 

4120 ¢ trockene Substanz verbrauchten zur Neutralisation des 
Ammoniaks 20.1 cem. n-H,SO,. Der Stickstoffgehalt war also 17,075 ° 
der Aschengehalt dieses Priparates 7,008 °'o betrigt, so findet man 
fur den Stickstoffgehalt, auf die aschenfreie Substanz berechnet: [8.563% . 

Magnestumnucleohtiston. 

O4O83 ¢ trockene Substanz verbrauchten zur Neutralisation des 


Aimmoniaks 22.05 cem. t4n-H,SO,. Der Stickstofigehalt) war also 
16.859 


0.4366 ¢ trockene Substanz heferten 0.0376 ¢ Asche: der Aschen- 
eehalt dieses Priiparats war also Berechnet aut die aschen- 
freie Substanz, findet man demnach fiir den Stickstoffgehait 18.379” o. 

Das Magnesiumnucleohiston enthélt wahrscheinlich als 
Verunremigung eine geringe Menge MgSO,, weil dieses Salz 
bei dem Auswaschen mit) Alkohol nicht geniigend entfernt 
wird. stimmt tiberein, dass der Stickstoffgehalt etwas 
miedriger ist, als beim Calciumnucleohiston gefunden wurde, 
withrend die Resultate, berechnet auf die aschentreie Substanz, 
nahezu iibereinstimmen. 

Lilienfeld fand fiir den Stickstoffgehalt semer Substanz 
16,869 also 0.22% 9 weniger, als fiir das Calciumnucleohiston 
vefinden wurde: bei der Beurtheilung dieses Unterschiedes ist 
wiederum in Betracht zu ziehen, dass das Priiparat Lilien- 
feld’s verunremigt war mit Nucleoproteid, wahrscheinlich auch 
mit anderem Eiweiss, und weiterhin, dass seine Substanz keine 
Calciumverbindung war. 

Phosphorbestimmungen 

Zur Phosphorbestimmung wurde die Substanz nach der 
von Neumann?!) angegebenen Methode mit Salpeter- und 
Schwefelsiiure oxvdirt. Die freigewordene Phosphorsaure wurde 
mit Molybdiinmischung unter Zusatz von NH,NO, gefallt: der 
Niederschlag wurde in der gewohnlichen Weise gelést und mit 
Magnesiamischung gefiillt, sodann als Mg,P,O, gewogen. 

a. Calciumnucleohiston, Priiparat I. 
1) trockene Substanz gaben: | 
0.0550 g Mg,P,0, <= 3,775°/0 P. 

2) 0.4067 « trockene Substanz gaben: 

0.0529 g Mg,P,0, = 3,633 P. 


1) Archiv f. Anat. u. Physiol. (Physiol. Abth.) 1900, S. 159. 
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Calerumnucleohiston, Priaiparat I. 

O.4071 ¢ trockene Substanz gaben: 

0,0560 Mg,P,0, == 3.842°%  P. 

Es ist schon oben gesagt worden, dass der Gehalt des 
Calciumnucleohistons, Priiparat an freien Phosphaten nur so 
‘iusserst gering war, dass diese Menge ausser Betracht gelassen 
werden konnte. Dasselbe Resultat wurde einer ihnlichen 
Weise fiir das Calciumnucleohiston, Priiparat Tl, erhalten. 

Inn Mittel wurde der Phosphorgehalt des Calciumnucleo- 
histons also zu 3,750°/o gefunden. Lilienfeld fand fiir seme 
Substanz im Mittel 3,025°o: halt man im Auge, dass diese 
Substanz zu ungefihr 4/5 aus Nucleoproteid bestand, welches 
nach meinen Bestimmungen ©1°o P enthilt, so stimmen die 
von Lilienfeld und von mir gefundenen Resullate gut tberem. 


Schivefelbhestimm unger 
Hierzu) wurde die Substanz vorher mit) Salpetersaure 
oxydirt, sowie es von Hammarsten!) angegeben worden Ist: 
es wurde dabet aber folgende Modification angewendei: An 


Stelle des Erhitzens der Substanz in einem Becherglase aut 


dem Wasserbade wurde dieselbe im Kjeldahlkolben mit Salpeter- 
~iiure tiber einer kleinen Flamme sanft gekocht, wiihrend mittelst 
lortwahrenden Zutriiufelnlassens von Salpetersiiure daftir ge- 
sorgt wurde, dass die Menge Salpetersiiure ungetihr constant 
blieb (* 10 com.) und also keine Gefahr vorhanden war, dass 
Schwetlelsiiure entweichen konnte. Wenn die Oxydation soweit 
lortgeschritten war, dass sich keine rothen Dimple mehr 
hildeten, wurde die Salpetersiiure vorsichtig bis auf 6— 7 ecm. 
aubgedampft. Dem Gemisch im Kolben wurde darauf soviel 
Natriumearbonat zugesetzt, dass die Reaction alkalisch wurde 
und die Fltissigkeit eine braune Farbe bekum. Dieselbe wurde 
rodann im Platintiegel bis zur Trockne abgedampft und der 
hiickstand tiber einer Spiritusflamme verbrannt. Die Asche 
wurde in Wasser gelést und die Lésung zweimal mit einem 
grossen Ueberschuss von Salzsiiure bis zur Trockne ab- 
gedamptt. Die Oxvdation des Nucleohistons, sowie des Nucleo- 


1) Diese Zeitschr., Bd. VII, S. 227: Bd. IX, 3. 273. 
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proteids mit) Salpetersiure Kann dieser Weise innerha!)) 
weniger Stunden beendet werden, wobei die Fliissigkeit nich: 
spritzt und also keine Unannehmlichkeiten verursacht werden, 
a. Calciumnucleohiston, Priiparat 
O.8437 ¢ trockene Substanz gaben: 
0.0308 ¢ BaSO, = 0.501% 5 5 
Calciumnucleohiston. Priiparat 
0.7992 © trockene Substanz gaben: 
Das Calciumnucleohiston enthalt also im Mittel 0,509 ° 9 5. 
Das Nueleoproteid enthalt nach meinen Bestimmungei 
S. Lilienfeld fand ftir seine Substanz 0.701%» 
war davon Nucleoproteid, so stimmen die Resultate vor- 
zuglich diberem. 


Hierzu wurde das Calciumnucleohiston gut gemischt mil 
oiger Essigsiure: nachdem das Gemisch 1 bis 2 Stunden 
stehen eelassen war. wurde dureh ein aschenfreies Filter 
filtrirt. Das Filter mit der Substanz wurde mit 5°/oiger Essig- 
siiure ausgewaschen, bis das Filtrat mit) Kaliumoxalat auch 
nach 24 Stunden keine Kalkreaction gab. stellte sich 
heraus, duss dies schon nach zweimaliger Auswaschung der 
Fall war. Das Filter wurde demnach zweimal mit 5°/oiger 
Salzsiiure ausgewaschen, withrend das dritte Waschwasser als 
Kontrolifliissigkeit benutzt wurde und mit Kallumoxalat, nach- 
dem die saure Reaction mit Ammoniak abgestumpft worden 
war, nach 24% Stunden keinen Niederschlag gab. Zur Ent- 
scheidung, ob alles Caleium aus der Substanz verschwunden 
war, wurde dieselbe bei jeder Bestimmung mit dem Filter 
verbrannt; die Asche wurde mit Salzsiiure ausgekocht: nachdem 
diese Fliissigkeit mit Ammonitk alkalisch gemacht und sodann 
mit Essigsiiure schwach angesiiuert worden war, wurde filtrirt: 
das Filtrat gab mit) NKaliumoxalat nach 24 Stunden keinen 
Niederschlag. 

Man hiitte das) Calciumnucleohiston auch unmittelbar 
verbrennen konnen, tim darauf den Calciumgehalt der in Salz- 
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siiure gelosten Asche zu bestimmen. Einige in dieser Weise 
ausgelithrte bBestimmungen  stimmten jedoch nicht tberein: 
der Calciumgehalt wurde immer zu niedrig gefunden: es muss 
dies dem Umstande zugeschrieben werden, dass die Asche des 
Calciumnucleohistons, auch beim lingeren Kochen mit Salz- 
siiure. sich nur theilweise lost: ein Theil des Calciums kann 
also in der Asche unaufgeschlossen und ungel6st bleiben. 


a. Caleiumnucleohiston, Praiparat | 
(8028 ¢ trockene Substanz gaben: 
0.0151 ¢ CaO = 1.34490 Ca. 


Calciumnucleohiston, Praparat IL. 

O.399L 2 trockene Substanz gaben: 

0,0074 ¢ CaO = 1,324 °/o Ca. 

Ks ist bereits darauf hingewiesen worden, dass diese 
Priiparate eine iiusserst geringe Menge freies Phosphat, wahr- 
scheinlich Calciumphosphat, enthiellen: es schien mir deshalb 
geboten, noch eine Kontrollbestimmung des Calciumgehalts 
ausziftthren: das Calciumnucleohiston wurde zu diesem Zweck 
wut folgende Weise bereitet: Der Thymusauszug wurde mil 
Kssigsiiure gefallt: der Niederschlag, behufs Entfernung der 
Phosphorsaure, zweimal mit einer reichlichen Menge Wasser 
ausgewaschen und darauf in Wasser unter Zusatz von mog- 
lichst wenig Ammoniak gelOst; aus dieser Loésung wurde das 
Nucleohiston gefaillt mit CaCl,; der Niederschlag wurde mit 
Alkohol ausgewaschen, bis der Waschalkohol kein CaCl, mehr 
enthielt, und schliesslich unter Aether gebracht und getrocknet. 
Weil nur einma!l mit CaCl, gefillt wurde, so war in dieser 
Substanz wahrscheinlich noch ein wenig Nucleoproteid vor- 
handen: es wird aber gezeigt werden, dass der Calciumgehalt 
des Nucleoproteids innerhalb der Beobachtungsfehler tiberein- 
stimmt mit demjenigen des Nucleohistons, sodass diese geringe 
Menge Nucleoproteid keinen Fehler verursachen konnte. 

Der Calciumgehalt wurde wieder in der oben angegebenen 
Weise mittelst Extraction mit Essigsiiure bestimmt. 

0.7963 ¢ trockene Substanz gaben: 

0.0142 ¢ CaO = 1.541% Ca. 
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ber den vorigen Bestimmungen war gefunden worden: 
Pott und 1.5242 0 Ca: es stimmen diese Zahlen also mit dem 
zuletzt gefundenen Werthe sehr gut fiberein, so dass die Ver- 
inrelmigung der beiden  Calciumnucleohistonpriiparate mit 
Calciumphosphat zu gering war, um die bestimmungen zu be- 
einflussen. Ber der Berechninge ist) das Atomgewicht des 
Calciums zu 40 angenommen worden. 

ln Mittel wurde also fiir den Calciumgehalt gefunden: 
1,336%,o Ca. 

Nati 

Ks ist bereits gesagt worden, dass es mogiich ist, das 
mit Essigsiiure gefaillte Nucleohiston mit Wasser auszuwaschen, 
bis das Waschwasser neutral reagirt.  Mittelst) Zusatz von 
Alkali kann dann der Niederschlag wieder gel6st werden, ohne 
dass die Reaction alkaliseh wird. Wiire die Menge Alkali, 
z. B. Natronlauge, welche zur Losung erforderlich war. be- 
kannt, so konnte daraus der Natriumegehalt des Natriumnucleo- 
histons berechnet werden. 

Diese Menge habe ich folgenderW cise zu bestimmen versucht, 

Aus dem Thymusauszuge wurde das Nucleohiston getillt mit 
Chlorcalcium: der Niederschlag wurde gelOst in Wasser unter 
Zusatz von ein Paar Tropfen verdiinnten Ammoniaks und die 
Losung wieder mit Essigsiture gefaillt, wodurch das Calcium- 
nucleohiston zerlegt und freies Nucleohiston gebildet wird. 
Dieser Niederschlag wurde destillirtem Wasser ausge- 
waschen, bis die Reaction des Waschwassers neutral geworden 
war: sicherheitshalber wurde die Losung nochmals mit emer 
reichlichen Menge Wasser ausgewaschen, nachdem mit Lackmus- 
papier keine saure Reaction mehr im Waschwasser  nach- 
gewiesen werden konnte. Der Niederschlag wurde sodann in 
ein gewogenes Becherglas gebracht und mit destillirtem Wasser 
gemischt bis zu eimem Volumen von 225 cem. Darauf wurde 
aus einer Burette t1on-NaOH zugesetzt unter Umriihren des 
Gemisches. Zur Beobachtung des Auftretens der alkalischen 
Reaction diente ein Tropfen Phenolphthalein: die Menge de- 
noch ungelésten Nucleohistons kann als Maass dafiir dienen, 
wieviel Alkali noch zugesetzt werden muss. Die alkalische Reac- 
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tion wurde sichtbar nach dem Zusatz von 17.3 com. 10 n-NaQOH. 
Mit empfindlichem Lackmuspapier wurde zugleich noch das 
Auftreten der alkalischen Reaction kontrollirt. 225 cem. 
des letzten) Waschwassers wurde die rothe  Farbe mit 
Phenolphthalein sichtbar nach einem Zusatz von O.15  cem. 
byon-NaOH: zur Losung des Nucleohistons waren also. ver- 
braucht worden £7.15 cem. 10n-NaOH. Diese Losung wurde 
im vorher gewogenen Becherglas bis zur Trocekne ab- 
vedampft und sodann bei 110° bis zur Gewiehtsconstanz 
vetrockuel. Aus der Gewichtsvermehrung des Glases ergab 
sich. dass darin 2.4902 ¢ Natriumnucleohiston vorhanden waren 
(die geringe Menge. welche Verlust) gerathen war, weil 
einige Male Lackmuspapier in die Fliissigkeit) eingetaucht 
worden war, sowie das Trockengewicht des  Tropftens 
Phenolphthalein sind ausser Betracht gelassen). 

2.4902 ¢ Natriumnucleohiston enthilt also soviel Natrium, 
ws vorhanden in 17,15 cem. !ion-NaOH: es ist das demnach 
mg, woraus hervorgeht, dass das Natriumnucleohiston 
1584° 0 Natrium enthiilt: dieser Gehalt) stimmt iiberein mit 
1.574% Calcium, withrend bei der direkten Calciumbestimmung 
1.536° 0 Ca gefunden wurde. 

Die Zusammensetzung des Calciumnucleohistons war also 
in Mittel : 

C = 0; H = 6.50%: N 17.075 P 3.750% 0: 
= = 0,500°%o: Ca = 1:336°o 

Da die Calciumbestimmungen sehr gut dibereinstimmende 
Resultate lieferten, so eignen sich dieselben zur Berechnung 
des Molekulargewichts des Nucleohistons. Setzt man voraus, 
dass das Nucleohiston ein Atom Calcium enthilt, so wird das 
Molekulargewicht 2987. Aus dem Schwefelgehalte geht aber 
hervor, dass das thatsichliche Molekulargewicht einem Viel- 
fachen dieser Zahl entsprechen muss: bei einem Molekular- 
gewicht von 5974 stimmt 0.509%, S  ungefiihr iiberein mit 
einem Atom Schwefel. 

Mit der Zahl 5974 als Grundlage findet man also als 
emptrische Formel des Nucleohistons : 
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Es ist moglich, dass das Molekiil Nucleohiston tberdies 
Risen enthilt. In diesem Falle wiirde nur die Sauerstoffzah| 
abgeandert werden mussen. 


WHY des Nucleop ‘ateids, 


Die Zusammensetzung des Nucleoproteids weicht erheb- 
lich von derjenigen des Nucleohistons ab. Fir die Elementar- 
analyse wurde das Nucleoproteid folgender Weise bereitet. 

Nachdem das  Nucleohiston  mittelst CaCl, aus dem 
Thymusauszuge gefillt worden war, wurde aus dem Filtrate 
das Nucleoproteid mittelst Essigsiiure gefiillt: der Niederschlag 
wurde mit ungefihr der halben Menge Wasser gemischt, worin 
derselbe vor der Fiillung mit Essigsiiure gelost vorhanden war. 
und darauf mittelst Zusatz von moéglichst wenig Ammoniak 
velost: die Lésung wurde filtrirt.  Mittelst CaCl, konnte aus 
dieser Losung ein Theil gefallt werden: der Niederschlag 
wurde abcentrifugirt und mit Alkohol ausgewaschen, bis dey 
Waschalkohol kem CaCl, mehr enthielt: sodann wurde dieses 
Calciumnucleoproteid unter Aether gebracht und getrocknet. 

Derjenige Theil des Nucleoproteids, welcher bei der Fillung 
mit CaCl, blieb, wurde wieder gefallt mit Essigsiiure : 
der Niederschlag, welcher immer grosser war, als die mit 
CaCl, hervorgerufene Fillung, wurde mit Alkohol und Aether 
vusgewaschen und getrocknet. 

Ks geht aus dieser Bereitungsmethode hervor, dass fii 
eine Verunreinigung der Priiparate mit Salzen keine Getahr 
vorhanden war. 


NWohlenstoff- Wasserstoffbestimm ingen. 


a) Calciumnucleoproteid, Praparat I. 


¢ trockene Substanz gaben: 
0.7357 ¢ CO, 49.93% 0 C 
0.2564 ¢ == 7,09°%o H. 
0.4942 ¢ trockene Substanz leferten 0.0187 g Asche: der Aschen- 
vehalt dieses Priparates war also 3.784°o und auf aschefreie Substanz 
berechnet findet man: 31.90° C und 7.37° H. 


{ 
ioe 
ike, 
ad 
| 
2 
Be 
: 
| 


Calciumnucleoproteid. Praparat 
4176 trockene Substanz gaben: 
0.7427 ¢ CO, = 49.71% € 
0.2744 ¢ = 7.48%o H. 

0.4202 ¢ trockene Substanz heterten O.O174 ¢ Asche: der Aschen- 
-ehalt war also +#.141°% 5 und auf die aschenfreie Substanz berechnet 

ndet man: 31,8490 und 7.80% H. 
c) Mit Essigsiiure gefiilltes Nucleoprotetd, Priiparat 

Q.5995 ¢ trockene Substanz gaben: 

OU.6918 ¢ CO, 
0.2315 ¢ HO = 7.24% H. 

¢ trockene Substanz leferten & Asche: der Aschen- 
cehalt war also 3.233° 0: somit findet man fiir die aschefreie Substanz : 
C und 7,480 HH. 

d) Mit Esstgsiiure gefiillfes Nucleoproteid. Praparat IL, 

O3875 © trockene Substanz gaben: 

0;7128 ¢ CO, = 
0.2486 = 7.12% 

trockene Substanz lieferten QOLDS Asche: der Aschen- 
cehalt war also 2.991%; somit findet inan fiir die aschenfreie Substanz 
51.72 °/o C und 7,35°%o H. 

Im Mittel wurde also fiir das Calciumnucleoproteid gefunden : 
(9.82% C und 7.29°'o H. 

Das iit Essigsiiure getiillte Nucleoproteid enthielf Mittel: 
Cound H. 

Der Kohlenstoffgehalt des Calciumnucleoproteids war somit 
elwas niedriger, uls derjenige des mit Essigsiiure gefallten 
Nucleoproteids. Es findet das seme Erklirung darin, dass das 
Calciumnucleoproteid eine Calciumverbindung darstellt, wahrend 
dieselbe bei dem mit Essigsiiure getillten Nucleoproteide zer- 
leet worden ist. Dass ein derartiger Unterschied nicht beim 
Wasserstolfgehalte beobachtet werden kann, muss dem abnorm 
hohen Wassergehalte der Bestimmung b zugeschrieben werden. 


Stichstoffhestim 1) 


a) Calciumnucleoproteid, Priaparat L. 
0.4085 ¢ trockene Substanz verbrauchten zur Neutralisation des 
Ammomniaks: 18,5 ¢em. ‘4 n-H,SO,. Der Stickstoffgehalt war also 15.851 
herechnet auf die aschenfreie Substanz findet man: 16,476" 0. 


1) Ausgefiihrt. sowie es beim Nucleohiston angegeben worden rst. 
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b Mit Essigsiure gefalltes Nucleoproteid, Praparat 

04671 ¢ trockene Substanz verbrauchten zur Neutralisation des 
Ammoniaks: 21.5 cem, ‘4 n-H,s0,. Der Stickstoffgehalt war also 16.110° 
Berechnet auf die aschenfreie Substanz findet man: 16.648 o. 

Der Stickstofigehalt des Calciumnucleoproteids ist) also 
etwas niedriger, als derjenige des mit Essigsiiure  gefiillten 
Nucleoproteids: es entspricht dies somit der Vorstellung, dass 
ersteres eine Calciumverbindung darstellt. 


Phosphorbestimm mugen.) 


ar Calciumnucleoproteid, Priiparat 
0.0463 ¢ trockene Substanz gaben: 
0.0319 ¢ Mg O,941%o 
bi Mit Essigsiiture cefilltes Nucleoproteid. Priiparat 
10551 © trockene Substanz gaben: 
0.0365 ¢ Mg,P,0, = P. 

Der Phosphorgehalt des Calciumnucleoproteids muss natiir- 
lich etwas niedriger ausfallen, als derjenige des mit Essigsiiure 
gefiillten Nucleoproteids. Bei der berechnung stellt es sich 
jedoch heraus, dass dieser Unterschied giinzlich innerhalb der 
Beobachtungsfehler bleibt. Als durchschnittlicher Phosphor- 
gehalt des Nucleoproteids kann also aus den beiden oben- 
stehenden Bestimmungen 0,954°/. P angegeben werden. 


) 
a) Calciumnucleoproteid, Priaparat L. 
0.7836 ¢ trockene Substanz gaben: 
0.0703 ¢ BaSO, = 1.232% S. 
b) Mit Essigsiure gefalltes Nucleoproteid, Praparat L 
OS8486 2 trockene Substanz gaben: 
0.0706 ¢ BaSO, = 1,145 S. 
Ebenso wie bei den Phosphorbestimmungen bleibt auch 
hier der Unterschied, welcher theoretisch zwischen dem Schwefel- 
gehalte des Calciumnucleoproteids und demjenigen des mil 


1) Ausgefiihrt, sowie es beim Nucleohiston angegeben worden. ist. 
2) Ausgefiihrt. sowie es beim Nucleohiston angegeben worden ist. 
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Essigsiture gefallten Nucleoproteids bestehen muss, giinzlich 
innerhalb der Beobachtungsfehler. 

lm Mittel kann also der Schwefelgehalt des Nucleoproteids 
zu angegeben werden. 


Zur Bestimmung des Calciumegehalts wurde das Nucleo- 
proteid Porzellantiegel verbrannt. Die Asche loste 
leicht beim Kochen mit Salzsiiure. Die Fliissigkeit wurde nun 
mit Ammoniak alkalisch gemacht, sodann schwach mit Essig- 
siiure angesiduert: darauf wurde filtrirt und das Filter mil 
destillirtem Wasser ausgewaschen. Das Calcium wurde mit 
Kaliumoxalat gefaillt und als CaO gewogen. 

a) Calciumnucleoproteid. Priparat I. 

0.4942 ¢ trockene Substanz eaben: 

0,0092 g¢ CaQ = 1,330%o Ca. 
Caletumnucleoproteid, Priiparat U. 

().4202 © trockene Substanz vaben: 

0.0079 g CaO = 1,543%o Ca. 

lin Mittel wurde also gefunden: 1.337% Ca. 

Diese Zahl stunmt nahezu vollig tiberein mit derjenigen, 
welche beim Calciumnucleohiston erhalten) wurde, niimlich 
1,336 

Fir die Zusammensetzung des Calciumnucleoproteids 
wurde also im Mittel gefunden: 

C = 40,82°% >, H = 7.20%, = P — 

S = 1,188%, Ca = 1,337 

Der Calciumgehalt kann auch hier wieder zur Berechnung 
des Molekulargewichts verwendet werden. Enthiilt das Nucleo- 
proteid ein Atom Calcium, so findet man, als Minimalzahl, 
2980. Dieser Zahl entsprechen ungefiihr ein Atom Schwefel 
und ein Atom Phosphor. 

Mit der Zahl 2980 als Grundlage findet man also als 
empirische Formel des Nucleoproteids : 
n 1) 

1) In Bezug auf modglich im Molekiil vorhandenes Eisen gilt das 
beim Nucleohiston Gesagte. 
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Zur besseren Uebersichtlichkeit gebe ich hier eme kurze 
Zusammenstellung der Analysenzahlen. 


Nucleohiston. 


Aschenhaltige Substanz Aschenfreie Substanz 
| Wy N P| 8 |Caj Nai Cc 


| 


| 


1,251 641! 17.075 3,775 0.501 B44 - 48.66) 6,90 18.365 

Ca-Nh. | 
| 45.37 6.59) | 3,633, | 80) 7.08 

Ca-Nh. | 1,824) — | — | 
Na-Nh. 646 — 1,084) 48.92 7,12 


Mg-Nh. — 16.830) | — 1837) 
| | | 


Nucleoproteid, 


Aschenhaltige Substanz Aschenfreie Substanz 


| 


Ca-Np. 1... . | 49,931 7,09 | 15.851) 0,9 


| 1.232) 1.330) 51.90 7,37 16,47¢ 
| 49.71) 7.48. | 18 7,80, — 
Kssigs. Np. | 7.24 16, 110 0.966 L145) -— 7,48 16.648 
Fssigs. Np. . 7.12) | — | — $64,711 7,35) — 


Die Wirkung des Nucleohistons und des Nucleoprotetds 
as Bibrinferment. 


Von Lilienfeld wird angegeben, dass das mit Essigsiiure 
cefiillte Nucleohiston Fibrinogen enthaltende Fliissigkeiten nicht 
zur Gerinnung zu bringen vermag. Wohl aber kann nach 
ihm das Nucleohiston vom Fibrinogen Thrombosin abspalten, 
welches sich mit Calcium- oder Baryumsalzen verbindet und 
dadurch in Fibrin tibergeht. 

Nachdem aber Hammarsten') dargethan hatte, dass 
Fibrin keine Calciumverbindung darstellt, und Cramer?) die 
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ldentititt von Thrombosin mit Fibrinogen erwiesen hatte, kKonnte 
man es als gesichert betrachten, dass die Calciumsalze nicht 
in der von Lilienfeld angegebenen Weise die) Gerinnung 
beeinflussen, 

Andererseits hatten Arthus und Pages gezeigt, dass 
Calciumsalze zur Gerinnune erforderlich waren. 

Schon bevor Lilienfeld seine Gerinnungstheorie autge- 
stellt hatte, war von Pekelharing!; geftnden worden, dass 
die Kalksalze zur Bildung des Fibrinferments aus dem Zymogen 
erforderlich waren. Er fasste das Ferment als eine Kalkver- 
bindung des Zymogens auf und wies nach, dass das Zymogen 
aus dem Blute ein Nucleoproteid war. Sodann zeigte er, 
dass auch andere Nucleoproteide, u. A. die mittelst Essigsiure 
aus dem Thymusauszuge gefiillle Substanz, mit Hilfe von Kalk- 
salzen Gerinnung hervorzuruten im Stande waren, oline Kalk- 
salze aber das Fibrinogen nicht merkbar iinderten. Das in der 
Thymus enthaltene Zymogen schien also auch wieder, indem 
es sich mit Calcium verband, in Ferment tibergehen zu konnen. 

Die Meinung, dass die Nucleoproteide des Thymusaus- 
zuges sich mit Calcium zu verbinden vermogen, kann nach 
dem im Vorhergehenden Gesagten nicht mehr bezweifell werden. 
Wie schon bemerkt wurde, war von Pekelharing gefunden 
worden, dass diese Verbindung Gerinnung hervorrufen kann. 

Ber cmer Wiederholung dieser Versuche, welche ich 
unternahm, um die Bedeutung der Calciumsalze niiher kennen 
zu lernen, stellte es sich heraus, dass fiir die Wirksamkeit 
der Nucleoproteide der Thymusdriise ein bestimmter Gehalt 
an Calciumsalz als Optimum zu betrachten ist. 

Zum beweise mogen folgende Versuche aufgefiihrt werden : 
Es wurden in einem ReagensrOhrchen immer 2 cem. des 
Thymusauszuges gemischt mit 4 cem. der Fibrinogenldsung, 
welche mit CaCl, fiir sich allein nicht gerann: sodann wurden 
verschiedene Mengen CaCl, zugesetzt. Immer wurden derselbe 
Thymusauszug und dieselbe Fibrinogenlésung benutzt. Die 
Gemische wurden im Wasserbade bei 37° gehalten. 


1) Untersuchungen tiber das Fibrinferment. Amsterdam 1892. 
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a) 2 cem. des Extractes 
Keine Germnung, 


ecm. Fibrinogen 


bo 2 com. des Extractes Nach 2 Stunden war das Gemisch 
com. Fibrinogen noch fliissig: nach + 18 Stunden 
2 Tropfen Cal, hatte sich ein schwaches Gerinnse!| 
Tropfen == 0.06 cem.) cebildet. 

Volilstindige Gerinnung nach 
com. Fibrinogen Suna 

2g Stunden. 

i Tropfen 10%) Cal, 


di 2 cem. des Extractes 
Fibrinogen Gerinnunes nach 2 Stunden. 

Tropten 10°. Cael, 

Nach 3 Standen war das Gemiscl) 
noch fliissig; nach + 18 Stunden 
hatte sich ein nicht sehr festes 
Gerinnsel gebildet. 


\ 
J 
ccm. des Extractes 
| 
| 
| 


2 cem. des Extractes 
cer. Fibrinogen 
Tropfen 10° | 


2 com. des Extractes | 
com. Fibrinogen Das Gemisch bleibt (tissig. 
Tropfen 10°. Cal, | 
eem. des Extractes | 
com. Fibrinogen Das Gemisch bleibt fliissie. 
| 


2 Tropfen 10% Cal, 

Dass es in den letzten Fallen nicht die Erhohung 
des Salzgehaltes war, welche die Gerinnung verhinderte, er- 
hellf noch aus folgendem Versuche. 


ecm. des Extractes 


Tropfen 10°. CaCl, ¢ Gerinnung nach + 3 Stunden, 


2 

com. Fibrinogen 

t Tropfen gesiittigter 


Kochsalzlosung 
Aus dem Volumen der verwendeten Gemische und den 
bekannten Mengen CaCl, welche zugesetzt wurden, kann_ be- 
rechnet werden, dass die Gerinnung mittelst des Thymusaus- 
zuges um besten und am raschesten stattfindet bei eimem 
Gehalt yon OL bis 0,39 0 CaCl,, dass fernerhin die Gerinnung 
bei einem Gehalt von —- 0,5° 9 CaCl, erheblich verzogert wird 
und bei einem Gehalt von + 0,8°/o CaCl, ganz unterbleibt. 
Zu den erwiihnten Versuchen wurde der unveranderte 
Thymusauszug benutzt; ich habe nun auch fiir das Nucleo- 
histon und das Nucleoproteid die Fiihigkeit, Gerinnung hervor- 
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yurufen, fiir sich gesondert untersucht. Ueberdies habe ich 
mich davon tiberzeugt, dass die Eiweisskdrper, welche ausser 
dem Nucleohiston und dem Nucleoproteid) im Thymusauszuge 
vorhanden sind, keine die Gerinnung hemmende oder fordernde 
Kigenschaften besitzen, 

Wird das Nucleohiston zweimal gefallt mit O,1° oigem CaCl, 
und eine geringe Menge des Niederschlages mit einigen Cubik- 
centimetern Fibrinogen gemischt, so lost sich das Nucleohiston 
wegen des Kochsalzgehaltes des Fibrinogens und nach einiger 
Zeit tritt die Gerinnung auf: auch hier aber zeigt es sich 
wiederum, dass die Gerinnung rascher und vollstindiger statt- 
lindet, wenn das Gemisch ungefihr O,1°/o CaCl, enthalt. 

Die zuverliissigste Methode zur Bereitung Fibrin- 
ferment aus Nucleohiston ist also wohl diese, dass man das 
Nucleohiston mit O,1°/o CaCl, fillt, sodann eine geringe Menge 
des Niederschlages mit der Fibrinogenlosung mischt und 
darauf soviel CaCl, zusetzt, bis das Gemisch 0,1° 
enthalt. (Die geringe Menge CaCl,, welche zugleich mit dem 
Nucleohiston in das Gemisch eingeftihrt wird, kann, wenn 
wenigstens nicht allzu viel Nueleohiston gebraucht wird, ver- 
nachliissigt werden. ) 

Wenn man das Nucleohiston aus dem Thymusauszuge 
mittelst CaCl, entfernt, sodann aus dem Filtrate das Nucleo- 
proteid mit Essigsiiure fallt und den Niederschlag mit mog- 
lichst wenig Ammoniak Idsf, so vermag diese Losung mit 
Hilfe von Calciumsalzen Gerinnung hervorzurufen: cin Gehalt 
von O,1°%/o CaCl, ist auch hier als Optimum zu betrachten. 

Das mittelst 0,2°)0 MgSO, oder 0,9°0 NaCl gefiillte Nucleo- 
histon vermag ohne Zusatz von Kalksalzen keine Gerinnung 
hervorzurufen. 


Aus dem Obenstehenden geht demnach hervor, dass der 


Thymusauszug und die darin enthaltenen Nucleoproteide als 
Fibrinferment am wirksamsten sind, wenn die Gerinnungs- 
liissigkeit O,1 bis 0,3°/o CaCl, enthilt: es ist das gerade die- 
jenige Concentration des Chlorcalciums, durch welche das Nucleo- 
histon vollstiindig, das Nucleoproteid wenigstens mdglichst 
vollstiindig, aus einer iibrigens salzfreien Losung gefallt werden : 
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dagegen wird thre Wirksamkeit erheblich verringert bet einem 
Gehalt von Q,5° 9, derjenigen Concentration also, belt welche 
das Nucleohiston gerade noeh ungelbst bleibt oder vielleich: 
schon sich zu losen anfiingl. Bet einem Gehalt von 

oder mehr CaCl, findet keine Gerinnung statt: bei diesem 
(rehalt) wird das Nucleohiston einem tbrigens. salzfreien 
Gemische wenigstens theilweise wieder gel6st. 

Von Pekelharing wurde das Fibrinferment aus Rinder- 
bereitet, mittelst Verdtinnung desselben mit Wasser 
und nachheriger Fillune mit Essigsiiure. Es wurde sovie! 
Kssigsiiure zugesetzt, dass das Serumglobulin sich wieder 
loste: das Zymogen des Ferments, ein Nucleoproteid, bleib! 
dann noch gefiillt und kann in Wasser mit einer Spur Alkali 
velost werden. 

Ich habe untersucht, ob aus der so erhaltenen Lésung 
das Nucleoproteid mittelst CaCl, gefallt werden kann: es war 
dies der Fall: ebenso wie das Nuecleohiston, wird das Nucleo- 
proteid aus Blutserum am besten ber einem Gehall von 0,1° 
CaCl, gefillt.’) Der Niederschlag ist in Wasser unter Zusatz 
von ein Paar ‘Tropfen von verdiinntem Ammoniak  loslich. 
Aus dieser Losung kann das Nucleoproteid wieder mittelst CaCl, 
eefiillt werden. Der Niederschlag sich in 0,2°/oiger HC! 
und gibt bei der Behandlung mit Pepsin und Salzsitiure nach etwa 
48 Stunden einen allerdings nicht sehr grossen Niederschilag. 

Ziv Untersuchung, ob die mit CaCl, gefallte Substanz 
Phosphor enthielt’ und ob dieselbe eme Calciumverbindung 
darstelle, habe ich dieselbe auf folgende Weise bereitet. 

Rinderblutserum wurde mit zwei Volumina Wasser ver- 
diinnt: sodann wurde das Nucleoproteid mit Essigsiiure gefill! 
und der Niederschlag in Wasser mit modglichst wenig Am- 
monk gelost. Die Loésung wurde filtrirt und aus dem Filtrate 
das Nucleoproteid durch CaCl, gefiillt, der Niederschlag wurde 
in Wasser unter Zusatz von ein Paar Tropfen verdiinnten 
Ammoniaks gelost, die Loésung filtrirt und das Filtrat’ wieder 
mit Gal, gefillt. Darauf wurde der Niederschlag mit Alkoho! 


1) Diese Fallung ist aber nicht vollstandig. 
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ausgewaschen, bis der Waschalkohol kein CaCl, mehr enthiell, 
codann unter Aether gebracht und getrocknet. 

Diese Substanz wurde mit Kaliumnitrat und Natrium- 
carbonat verascht: in der Asche konnte Phosphor nachgewilesen 
werden. Der Phosphorgehalt scheint aber gering sein. 

In Bezug auf den Caleiumgehalt) ich folgendes 
Resultat : 

0.4802 @ trockene Substanz wurden verbrannt; das Ge- 
wicht der Asche betrug 0.0089 @, der Aschengehalt) somit 
1.853% . Die Asche léste sich vollstindig beim Kochen mil 


yey 


Salzsiiture und lieferte O,0043 CaO. Der Calciumgehalt war 
also 

Von Hammarsten!) ist angegeben worden, dass das 
Serumglobulin aus seiner neutralen, wisserigen Losung von 
sehr geringen Salzmengen gefillt wird, um sich im 
Ueberschusse zu lésen. Ein derartiges Verhalten wurde hier 
fiir das Nucleoproteid gefunden. Die Mittheilungen Hammar- 
sten’s wurden aber gemacht, bevor die Untersuchungen 
Peketharing’s die Existenz eines Nucleoproteids Blut- 
serum nachgewiesen hatten. Es ist nun allerdings moglich, 
dass auch das Serumglobulin von geringen Salzmengen gefall! 
wird, und in diesem Falle wiire die von mir erhaltene Sub- 
stanz nicht als reines Nucleoproteid zu betrachten, weil dic 
Trennung vom Globulin mittelst einmaliger Fiillung mit Essig- 
saure nicht vollstiindig ist. Dass jedoch diese Substanz 
Nucleoproteid enthilt, erscheint mir nach dem oben Gesugten 
sicher gestellt. 

In Ueberschuss von CaCl, lost) sich das mit CaCl, ge- 
fallte Nucleoproteid) aus Blutserum etwas leichter, als das 
Nucleohiston. Die Lésung beginnt niimlich bereits bei einem 
Gehalte von 0,3 bis 0,4°/o CaCl, wiihrend bei einem Gehat! 
von CaCl, die Losung cine vollstindige ist. 

BaCl, und MgSO, vermédgen, ebenso wie CaCl,, das 
Nucleoproteid zu fiillen. Auch durch NaCl wird ein Nieder- 
schlag hervorgerufen. 


1) Pfliger’s Arch. f. d. ges. Physiol., Bd. 18, 5. 38, 1880. 
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Die Gerinnung mittelst des Ferments aus dem = Blute 
wird von dem Gehalte an Calciumsalzen in’ derselben Weise 
beeinflusst, wie es beim Nucleohiston gefunden wurde. 

Folgender Versuch wird dies niither erweisen: 

900 com, Rinderblut wurden in LOO cem. 10° oigem CaCl, 
awulgefangen: das Blut blieb fliissig: der Gehalt an CaCl, war 
ungefiihr 1°/o. Die totale Menge Salz im Blute betrug dem- 
nach + 1.9%o. Bei diesem Salzgehalte vermag tibrigens das 
Blut noch sehy wohl zu gerinnen. Sicherheitshalber wurden 
aber 900 ccm. Blut desselben Rindes in 30 ccm. gesattigter 
Kochsalzl6sung, welche mit Wasser bis auf 100 ccm. ange- 
fill waren, aulgefangen. Dieses Blut gerann in der gewohn- 
lichen Weise, obgleich der Salzgehalt ebenso gross war, wie 
derjenige des in’ Chlorcalciumlésung aufgefangenen  Blutes. 
Von letzterem wurden nun die Blutkérperchen abcentrifugirt. 
Aut diese Weise wurde ein CaCl,-Plasma erhalten, welches 
spontan nicht gerann, wohl aber nach Verdiinnung mit Wasser. 
Kine iibrigens wirksame Lésung von Schmidt's Ferment rict 
im CaCl,-Plasma keine Gerimiung hervor. 

Mittelst Zusatz von verschicdenen Mengen Wasser zum 
Vlasma in ReagensrOhrchen, wurde nun die geringste Ver- 
diinnung gesucht, bei welcher das Plasma noch gerann. Die 
RoOhrchen wurden ins Wasserbad bei 37° gestellt. 


a. 3 cem. Plasma Keine Geri 
ceine Gerimnuneg. 
cem. Wasser 


b. cem. Plasma 


Tf) 


9 chwache Gerinnung nach Stunden. 
2 com. Wasser 


8 cem. Plasina ) 
Ziemlich gute Gerinnung nach + 14 Stunden. 
> com. Wasser 


d. 3 cem. Plasma ) 
Vollstiindige Gerinnung nach + t+ Stunden. 


6 com. Wasser 
e. 3 ecm. Plasma ) Vollstiindige Gerinnung nach einer Viertel- 
com. Wasser stunde. 
3 cem. Plasma Vollstindige Gerinnung nach einer Viertel- 
12 ccm. Wasser J stunde. 
Aus diesen Versuchen geht hervor, dass die Grenze der 
Verdiinnung, bei welcher das Plasma noch gerinnt, legt 
zwischen 1 und 2 com. Wasser auf 3 cem. Plasma, also bei 
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einem Gehalt von ungefihr 0,75 bis 0,6°/9 CaCl,, wahrend 
bei einem Gehalt von 0,25 bis 0,2°/o CaCl, sehr rasch Ge- 
rinnung eintritt. 

Auch hier stellt es sich heraus, dass die Gerinnung am 
raschesten und am besten erfolgt bei demjenigen Gehalt an 
CaCl, bei welchem das Nucleoproteid aus dem Blutserum aus 
einer lbrigens salzfreien Loésung  gefiillt wird. Bei einem 
Gehalt von 0,75°'o CaCl,, bei welchem das mittelst Chlorealcium 
vefillte Nucleoproteid nahezu ganz geldst ist, unterbleibt die 
Gerinnung. 

Man hat bezweifelt, ob das Fibrinferment thatsiéchlich ein 
Nucleoproteid ist, und gemeint, dass es vielleicht eine Substanz 
war, welche dem Nucleoproteid als fortwahrende Verunreinigung 
beigemischt war. Aus den obenstehenden Versuchen geht 
hervor, dass sowohl das Nucleohiston, als das Nucleoproteid 
aus Blutserum kleineren und grésseren Mengen CaCl, gegen- 
iiber sich in einer Weise verhalten, welche sich vollkommen 
vergleichen lasst mit dem Verhalten des Fibrinferments gegen 
kleinere oder gréssere Mengen CaCl, 

Enthalten die Loésungen von Nucleohiston oder von 
Nucleoproteid keine Calciumsalze, so vermégen sie keine Ge- 
rinnung hervorzurufen. Bei einem sehr geringen Gehalt an 
CaCl, werden sie theilweise gefallt und verursachen eine lang- 
same oder unvollstindige Gerinnung: bei einem etwas hoheren 
(rehalt an CaCl,, némlich 0,1 bis 0,3°/o, werden sie am voll- 
stindigsten gefallt und es entsteht rasch eine vollkommene 
(rerinnung. Bei einem Gehalt von 0,5 bis 0,6°%/o CaCl, bleibt 
das Nucleohiston gerade noch gefillt oder es fiingt vielleicht 
schon an, sich zu lésen, wihrend das Nucleoproteid zu einem 
vrossen Theile gelOst ist: die Gerinnung findet nun wiederum 
langsam statt. Bei einem Gehalt von 0,8°/o CaCl, ist das 
Nucleoproteid vollstindig, das Nucleohiston wenigstens zu einem 
grossen Theile gelést und die Gerinnung unterbleibt gianzlich. 

Fingt man das Blut in emer Chlorcalciumlésung auf, 
um durch Verdiinnung zu ermitteln, bei welchem Gehalt an 
CaCl, die Gerinnung noch gerade stattfindet, so ist es nothig, 
die Versuche mit dem CaCl,-Plasma auszufiihren. Wird nim- 
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lich das Blut aufgefangen in einer Chlorealciumlésung, so dass 
dasselbe ungefiihr 1°/o CaCl, enthilt, so bleibt es etwa 12 
bis 24 Stunden fliissig, gerinnt aber schliesslich doch. Dieses 
Verhalten muss wahrscheinlich daraus erklirt werden, das 
allmihlich mehr Nucleoproteid aus den Blutkérperchen sich 
lost, wodurch die Bildung von Ferment geférdert wird. 

Verwendet man zu den Gerinnungsversuchen das_ nicht 
von den Blutkérperchen getrennte Blut, so kann nur gezeigt 
werden, dass die Gerinnung des verdiinnten Blutes schneller 
verliiuft, als diejenige des unverdtinnten Blutes. 

Von Pekelharing wurde gezeigt, dass im spontan nicht 
gerinnenden verdiinnten Magnesiumsulfatplasma nach Zusatz 
von Fibrinferment, also der Calciumverbindung des Nucleo- 
proteids, Gerinnung eintrat. Er folgerte hieraus, dass im 
MgSO,-Plasma kein Ferment vorhanden sei; wenn das Blut 
in MgSO,-Losung aufgefangen wurde, so ward nach ihm das 
freiwerdende Nucleoproteid durch das Magnesiumsulfat ver- 
hindert, sich mit Calcium zu verbinden. Diese Ansicht wird 
noch niiher durch die oben erwiihnte Beobachtung bestitigt, 
dass das Nucleoproteid aus dem Blutserum durch MgSO, 
ebenso gut gefallt wird, als durch CaCl,, dass also die 
Magnesiumverbindung ebenso leicht gebildet wird, als die 
Calciumverbindung. 

Man muss sich demnach vorstellen, dass beim Auffangen 
des Blutes in einer Magnesiumsulfatl6sung wegen des grossen 
Ueberschusses von MgSQ,, der minimalen Menge Calciumsalz 
im Blute gegeniiber, nur die Magnesiumverbindung des Nucleo- 
proteids gebildet wird, welche Verbindung keine Ferment- 
wirkung besitzt. 

Falls diese Ansicht richtig ist, muss auch BaCl, die 
Gerinnung des Blutes verhindern kénnen und muss das BaCl,- 
Plasma auch nach der Verdiinnung desselben nicht gerinnen. 
Fs ist dies nun thatsiichlich der Fall. Schon vor einigen 
Jahren sind von Horne!) Versuche angestellt worden, nament- 
lich tiber den die Gerinnung hemmenden Einfluss grésserer 


1) Journal of Physiology, vol. XIX, p. 356. 
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Mengen von Calcium-, Baryum- und Strontiumsalzen. Er fand, 
dass Baryum-, Strontium- und Calciumchlorid die Gerinnung 
des Blutes hemmten oder verhinderten, falls das Blut einen 
Gehalt von 0,5°/o oder grésseren Mengen dieser Salze enthielt. 
Horne benutzte bei seinen Versuchen das Blut selbst, nicht 
das daraus zu erhaltene Plasma. Man sieht, dass der von 
ihm angegebene Gehalt von 0,5°/o Erdalkalisalz, welcher die 
Gerinnung hemmt, wenigstens in Bezug auf das Chlorcalcium, 
~ehr gut mit meinen Resultaten iibereinstimmt, woraus des- 
vleichen hervorgeht, dass bei einem Gehalt von 0,5°%/o CaCl, 
die Gerinnung slark verzégert wird. 

Hinsichtlich der Wirkung des Baryumchlorids habe ich 
noch folgenden Versuch angestellt : 

Ein Liter Blut wurde in 100 ccm. einer gesattigten 
baryumchloridlésung aufgefangen. Das Blut gerann_ nicht. 
Nachdem die Blutkérperchen abcentrifugirt worden waren, 
konnte das BaCl,-Plasma verdiinnt werden, ohne dass Ge- 
rinnung auftrat. 

Mittelst Zusatz von CaCl, zum verdiinnten BaCl,-Plasma 
konnte die Gerinnung hervorgerufen werden, ebenso wie dies 
auch beim verdiinnten MgSO,-Plasma der Fall ist. 

Es stellte sich heraus, dass auch im verdiinnten BaCl,- 
Plasma die Gerinnung am raschesten und am_ vollstiéndigsten 
vor sich geht, wenn das Gemisch 0,1 bis 0,4°/o CaCl, enthalt. 
Folgende Versuche, wobei die Reagenzrohrchen wiederum in 
ein Wasserbad von 37° gestellt wurden, werden dies niher 
erweilsen : 

a. 3 ccm. Plasma )\ 


12 ccm. Wasser f 
b. 3 Plasma 


Keine Gerinnung. 


12 ccm. Wasser Sehr schwache Gerinnung nach 

6 Tropfen 1°%/o CaCl, + 18 Stunden. 

(1 Tropfen = 0,06 ccm.) 
ce. 3 ccm. Plasma 

12 ccm. Wasser 

1 Tropfen 10° CaCl, 
d. 3 Plasma 

12 ccm. Wasser 

3 Tropfen 10° CaCl, | + 20 Minuten. 


| Ziemlich gute Gerinnung = nach 
+ 18 Stunden. 


Vollstandige Gerinnung nach 
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e. 3 cem. Plasma 
12 ccm. Wasser 
10 Tropfen 10°/o CaCl, | 


| Vollstandige Gerinnung nach 
+ 18 Stunden. 


f. 3 cem. Plasma | 
12 ccm. Wasser Keine Gerinnung. 
20 Tropfen CaCl, 


Dass das verdiinnte BaCl,-Plasma nach dem Zusatz von 
CaCl, gerinnt, muss wahrscheinlich dem Umstande zugeschrieben 
werden, dass das Calcium nun nicht mehr dem Baryum 
gegentiber in so verschwindenden Mengen vorhanden ist. Ex 
wird vielleicht theilweise das Baryum aus seiner Verbindung 
mit dem Nucleoproteid verdriingen kénnen und damit ist das 
Ferment gebildet. Selbst die sehr kleinen Mengen Calciumsalz 
im normalen Blute scheinen eine derartige Wirkung auszuiiben. 
Ich habe wenigstens bemerkt, dass bisweilen auch im ver- 
diinnten BaCl,-Plasma z. B. nach 24 Stunden sehr 
schwaches Gerinnsel gebildet werden kann. Enthalt das ver- 
diinnte BaCl,-Plasma mehr als 0,5°/o CaCl,, so wird durch 
diesen Gehalt, ebenso wie beim normalen Blute, die Gerinnung 
gehemmt. 

Hammarsten hat in Bezug auf die Beeinflussung der 
Gerinnung mittelst CaCl, mit den meinigen in Einklang stehende 
Beobachtungen mitgetheilt.!) Dieser Forscher fiihrte aber seine 
Versuche mit reinen Fibrinogenlésungen aus und hat geringere 
Mengen von Kalksalzen verwendet, so dass die Gerinnung nur 
verzogert, nicht aber, wie in meinen Versuchen mit Blutplasma, 
ganz hintangehalten wurde. 


1) Diese Zeitschr., Bd. XXVIII. S. 104. 
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Ueber das Protamin aus den Spermatozoen des 
Accipenser stellatus. 


Von 


Privatdocent Dr. D. Kurajeff. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium bei der militar-medicinischen 
Akademie zu St. Petersburg.) 


(Der Redaction zugegangen am 1s. Januar 1901.) 


Die bisher beschriebenen Protamine kénnen zwei 
Gruppen, nimlich die des Salmins (Salmin, Clupein und 
Seombrin) und die des Sturins (Sturin), welche sich von 
einander nach ihrer chemischen Zusammensetzung sehr schart 
unterscheiden, eingetheilt werden. Das Interesse fiir diese 
eigenartigen Substanzen, welches durch die Untersuchungen 
von Prof A. Kossel hervorgerufen wurde, ruft das Bestreben 
hervor, noch andere Protamine aus dem Sperma méglichst 
verschiedener Fische zu gewinnen und zu untersuchen. In 
letzter Zeit ist es mir gelungen, das Vorkommen von echten 
Protaminen in den reifen Spermatozoen des Hechtes, des 
Welses (Silurus Glanis) und des Accipenser  stellatus zu 
constatiren. 

Die Menge des zu meiner Verfiigung stehenden Spermas 
des Hechtes und des Welses war leider sehr gering, so dass 
ich eine nihere Untersuchung der Protamine dieser Fische bis 
auf die Beschaffung einer geniigenden Quantitit des Spermas 
verschieben muss. Was aber das Protamin des Accipenser 
stellatus anlangt, so méchte ich hier die von mir dariiber 
erhaltenen Thatsachen vorliufig mittheilen. Das Sperma des 
Welses und des Accipenser stellatus habe ich durch die Hiilfe 
des Herrn Prof. O. Grimm, dem ich auch hier meinen besten 
Dank aussprechen méchte, aus Baku (Kaukasus) bekommen. 

Die Spermatozoen aus den Testikeln des Welses und 
des Accipenser stellatus wurden wihrend der Laichzeit (Mat, 
1900) nach der gewohnlichen von F. Miescher angegebenen 
Methode erhalten. Die weitere Behandlung der Spermatozoen 
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und Darstellung der Protamine habe ich nach der yon 
A. Kossel ausgearbeiteten Methode ausgefihrt. 

Die Spermatozoenmasse des Accipenser stellatus wurde 
zuerst durch Extraction mit heissem Alkohol und Aether 
fettfrei gemacht und dann mit ca. 1°/oiger Schwefelsaéure wieder- 
holt extrahirt. Bei der Fallung des sauren Extractes mit 
Alkohol bildete sich zuerst ein feinflockiger weisser Nieder- 
<chlag, der sich sehr bald in eine klebrige Masse 
verwandelte. Diese Masse wurde in heissem Wasser gelds' 
und wieder mit Alkohol gefillt; dabei erschien kein Nieder- 
<chlag und die ganze Fliissigkeit wandelte sich in eine weisse 
milchartige Emulsion um. Unter dem Mikroskop_ betrachtet, 
bestand diese Emulsion aus kleinsten Oeltrépfchen. Nach 
mehrtiigigem Stehen der Emulsion sammelte sich auf dem 
Boden des Gefiisses eine zahe Olartige Masse, doch war die 
Fliissigkeit noch ziemlich tribe. Durch Zusatz von wenig 
Kochsalz wurde die Emulsion in einen Niederschlag von mehr 
oder weniger flockiger Beschaffenheit verwandelt. Die Nieder- 
schliige und die Lésungen des Protaminsulfats von Accipenser 
stellatus enthielten keine merkliche Menge Farbstoff, was bei 
Darstellung der anderen Protaminsulfate gewohnlich der Fall 
ist. Das Protaminsulfat wurde in Pikrat und = daraus 
wieder in das Sulfat tibergefiihrt. Darauf wurde das Protamin- 
sulfat noch dreimal aus der wisserigen L6sung mit Alkohol gefiaillt, 
bis ein schneeweisser ganz flockiger Niederschlag erhalten 
war. Aus der ca. 21,0 g schweren, lufttrockenen, mit heissem 
Alkohol und Aether extrahirten Spermatozoenmasse des 
Accipenser. stellatus habe ich iiber 3,2 g Protaminsulfat ge- 
wonnen. Das Protaminsulfat besitzt alle fiir echte Protamine 
typischen Eigenschaften: es gibt eine schéne Biuretreaction, 
dagegen keine Millon’sche Reaction, einer’ schwach 
ammoniakalischen Lésung fallt das Protaminsulfat die Witte- 
peptonlésung. Die Léslichkeit des Protaminsulfats in Wasser 
ist, wie es scheint, viel grésser, als diejenige des Scombrin- 
oder Clupeinsulfats: nur nach dem Eindampfen der, wasserigen 
Protaminsulfatl6sung bis auf einige Cubikcentimeter konnte 
ich nach dem Erkalten der Fliissigkeit eine kleine Menge des 
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nur wenig gelb gefiirbten durchsichtigen Oels bekommen. Die 
wiisserige LOsung des Protaminsulfats des Accipenser stellatus 
reagirt auf Lackmuspapier sauer. Die Elementaranalyse des 
bei 105—115° C. bis zum constanten Gewicht ausgetrockneten 
Protaminsulfats des Accipenser stellatus gab folgendes Resultat : 
01464 g Substanz gaben 0.1076 g BaSO, 


1. g 
3. (2072 » » 1502 >» BaSO, 
01930 >» » 02314 » CO, und 0.1038 ¢ HO 
02016 > 02438 » CO, » 0,1188 » HO 
5. 01274 » > » 21,1 cem. Ny, bei 16,5° und 764 mm. Bar. 
0.1250 » > > 20,9» > >» » 
im Mittel 

C 32,69 32,98 32,83 

H 5,97 6,54 6,25 

N 19,46 19,37 19,41 

H,SO, 30,91 30,49 30,70 


Die gefundenen Analysenzahlen fiir das Protaminsulfat 


des Accipenser stellatus stimmen am besten mit der Forme! 
4H,50, iiberein. 


Berechnet fiir Gefunden im Mittel 
4H,50, 
(—32,81 32,83 
H— 6,25 6,25 
N—19.68 19,41 
O—31,25 31,49 
S— 10,00 10,02 


Das Verhiiltniss C:N ist in den gefundenen Zahlen 1,973. 

Wenn man das von mir beschriebene Protamin aus 
den Spermatozoen des Accipenser  stellatus mit den schon 
bekannten Protaminen, d. h. mit dem Salmin (Clupein), 
Scombrin und Sturin vergleicht, so sieht man, dass es sich 
von allen insbesondere von den Protaminen der Salmingruppe 
sehr scharf unterscheidet. Seiner Herkunft nach muss das 
neue Protamin dem Sturin nahe stehen, und dies ist in der 
That der Fall. Das Protaminsulfat des Accipenser stellatus 
besitzt ebenso wie das Sturinsulfat eine grosse Ldéslichkeit 
im Wasser und ist reich an Schwefelsiure. Doch sind die 
beiden Protamine nicht identisch, was aus den Elementar- 
formeln der beiden Protaminsulfate ganz klar ersichtlich ist: 
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Die elementare Forme] fiir das Sturimsulfat A. Kossel)) ist 
Die elementare Formel fiir das Protaminsulfat des Accipenser  stellatus 
Die elementare Formel fiir das Salminsulfat 
H,oN,;0;2H,80, 

Weitere Untersuchungen iiber die Spaltungsprodukte 
(resp. Hexonbasen) des neuen Protamins miissen noch andere 
Anhaltspunkte fiir die Beurtheilung, ob das Protamin des 
Accipenser stellatus in die Sturingruppe gestellt werden. soll, 
ergeben. Vorlaufig moéchte ich das Protamin aus den Sperma- 
tozoen des Accipenser stellatus als « Accipenserin » bezeichnen. 

Es bleibt mir zum Schluss tibrig, noch einige Worte 
iiber das Protaminsulfat des Welses (Silurus glanis) zu sagen. 
Dieses Protaminsulfat (es sei als « Silurinsulfat » bezeichnet) 
besitzt einige interessante Eigenschaften. Aus seiner schwefel- 
sauren (19/9) Loésung durch Alkohol gefillt, scheidet sich das 
Silurinsulfat direkt als ein feinflockiger réthlicher Niederschlag 
aus, der sogar nach langem Stehen nicht wie andere Protamin- 
sulfate in eine klebrige Masse umgewandelt wird. Die 
Loslichkeit des Silurinsulfats sogar in heissem Wasser ist im 
Vergleich mit derjenigen der anderen Protaminsulfate sehr 
gering. Beim Eindampfen der wiisserigen Losung des Silurin- 
sulfats scheidet sich kein Oel aus, sondern es bilden = sich 
bald an den Gefiisswainden und auf der Oberfliiche der 
Fliissigkeit sehr feine durchsichtige Hiiutehen, die beim Um- 
riihren der Fliissigkeit auf den Boden des Gefisses sinken. 

Leider konnte ich eine fiir die Elementaranalyse aus- 
reichende Quantitaét des Silurinsulfats nicht darstellen und 
verlor es ausserdem, als ich es durch Thierkohle von einem 
rothlichen Farbstoffe befreien wollte. Die Thierkohle war zu 
fein gepulvert und ging mit der Protaminsulfatldsung durch 
die Filter durch. Ich modchte mir die weitere Untersuchung 
der Protamine des Accipenser stellatus und des Welses 
vorbehalten. 


{ 
1) A. Kossel. Diese Zeitschrift, Bd. XXV, 3s. 174, 1898. 
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Chemische und physiologische Studien tiber die Guanylsaure. 


Von 
Ivar Bang. 


HI. Theil. 
Physiologische Studien. 


Mit vier Abbildungen. 


(Der Redaction zugegangen am 19. Januar 1901.) 


Wahrend man die chemischen Untersuchungen iiber die 
Nucleosiuren sehr fleissig getrieben hat, liegen physiologische 
Untersuchungen iiber diesen Gegenstand beinahe garnicht vor. 
Nur ganz vereinzelte Untersuchungen sind hieriiber verdffentlicht. 

Minkowski!) beobachtete nach Fiitterung mit Salmo- 
nucleinsiiure bei Hunden eine reichliche Ausscheidung von 
Allantoin und bei Menschen eine entsprechende Vermehrung 
der Harnsiiure. 

Niemann?) hat nach Injection der Thymusnucleinsiure 
eine Hyperleucocythose gesehen. 

Bei Alex. Schmidt’) ist zu lesen, dass Injection von 
Nucleoproteiden einen grossen Einfluss auf die Coagulation des 
Blutes ausiibt. Lilienfeld‘) findet nach Injection  seines 
Nucleohistons ebenfalls grosse Veriinderungen der Coagulations- 
zeit des Blutes. Die Experimente Lilienfeld’s sind aber 
wenig beweisend, da das Nucleohiston nicht ein einheitlicher 
Korper ist. 


1) Archiv f. exper. Pathol. u. Pharm. Bd. 41. 

2) Archiv f. Anatomie u. Physiologie, Physiol. Abth., 1899. 
3) Blutlehre. 

4) Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XX. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXII. 14 
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Nach Pekelharing ist auch das Fibrinferment ein 
Nucleoproteid. 

Im Anschluss an meine chemischen Untersuchungen tber 
die Guanylséure habe ich nun auch die physiologischen Wir- 
kungen der Guanylséure nach Injection in die Blutbahn studirt. 

In dem ersten Versuch war die Aufmerksamkeit besonders 
auf eine Einwirkung auf die Coagulationszeit gerichtet. 

Versuch Nr. 1. Bei einem Hunde (é, 8 Monate alt) 
wurden art. und vena femoralis dextra freigelegt und Kaniilen 
in beide Gefiisse eingefiihrt, in die Vene zur Injection der 
Guanylsiiure, in die Arterie zur Entnahme von Blutproben. 

12 40™ ». m. wurde eine Vorprobe zur Bestimmung der 
normalen Coagulationszeit entnommen. Diese Probe coagulirte 
1h 44m, also nach 4 Minuten. 

1h 49m wurde 0,29 g Guanylsiiure (Priiparat Nr. IV), in 
28 cem. 0,7 °/oiger Kochsalzlésung gelost, injicirt. 

1h 52'2m entnahm ich die erste Blutprobe, welche 
2h 21'/2m eoagulirte, also nach 10 Minuten. Die zweite Probe 
wurde um 1% 553/4™ entnommen und coagulirte unyollstandig 
in 16 Minuten, vollstiindig erst nach 20 Minuten. Die 
dritte Probe um 2h 5™ coagulirte nach 9 Minuten. Die 
folgenden Proben coagulirten momentan. 

Aus diesem Versuch geht hervor, dass die Injection einer 
sehr geringen Menge Guanylsiiure eine deutliche anticoagu- 
lirende Wirkung auf die Coagulationsfahigkeit des blutes 
ausiibt. Diese Wirkung ist aber nur vortibergehend. Als 
Nachwirkung sieht man eine entgegengesetzte Wirkung: Ver- 
minderung der Coagulationszeit. 

Wiihrend des Versuches beobachtete ich weiter folgende 
Erscheinungen 

Unmittelbar nach der Einspritzung wurde der Hund sehr 
unruhig. Die Respiration war unregelmassig und schnell. Dies 
Stadium dauerte aber nur ganz kurze Zeit und nach einigen 
Minuten lag der Hund wie in einer Narcose ganz ruhig da 
und reagirte kaum auf einen iiusseren Eindruck. Die Respiration 
ist langsam und oberflaichlich: Thorax und Abdomen arbeiten 
nicht mit einander synchron, indem die Abdominalexspiration 
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schneller als die thorakale Exspiration verlauft. Andererseits 
ist die abdominale Inspiration verlingert. Am Ende des Ver- 
suchs (nach einer halben Stunde) treten wieder normale Ver- 
hiltnisse ein. Weiter konnte man einen Einfluss auf den 
Blutdruck constatiren, indem das Blut bei der Entnahme der 
2., 3. und 4. Blutprobe sehr langsam aus der Kaniile floss, 
wiithrend es vor und nachher in vollem Strahle ausspritzte. 
Die Guanylsiiure tibt somit eine toxische Wirkung auf 
Respiration und Blutdruck aus. 

Wiahrend der Harn vor dem Versuch ganz normal war, 
entleerte der Hund nach dem Versuch einen Harn, welcher 
alkalisch reagirte, Eiweiss enthielt und reducirte. Polari- 
metrisch bestimmt, enthielt er 0,78°/o Zucker, titrimetrisch 
Fehling) 0,83°/o. Der Zucker vergor vollstiindig und es 
konnten schéne Osazonkrystalle dargestellt werden. Der Harn- 
zucker war also Traubenzucker. Dagegen konnte eine Pentose 
nicht nachgewiesen werden. Ebenso wenig konnte die Guany!- 
siiure in diesem Falle im Harne nachgewiesen werden. Nach 
24 Stunden war die Glycosiiure verschwunden, dagegen dauerte 
sowohl die Albuminurie wie die alkalische Reaction des Harns 
48 Stunden. 

Diese Ergebnisse forderten dringend zu einem genaueren 
Studium der verschiedenen Phiinomene auf. 

In den folgenden Versuchen wurde deshalb sowohl die 
Respiration als der Blutdruck graphisch registrirt. Ebenso 
wurde die Coagulationsfahigkeit des Blutes und der Harn genau 
untersucht. 

Die Respiration (thorakale und abdominale) wurde durch 
einen etwas modificirten Donders schen Pneumographen, mit 


Marey schen tambours @ liviers verbunden, registrirt. Auf 


den Tracéen entsprechen die aufsteigenden Theile der Curve 
den Inspirationen, die Senkungen dagegen den Exspirationen. 

Der Blutdruck wurde durch eine Combination des Queck- 
silbermanometers mit einem Pistonrecorder registrirt. Die 
Druckcurve des Manometers wird somit in eine Volum- 
curve lbergefiihrt. Das Manometer war vollstindig kalibrirt 
und der Pistonrecorder genau verarbeitet. Durch Vorversuche 
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wurde das Verhiiltniss zwischen dem Druck des Manometers 
und den geschriebenen Ordinaten Pistonrecorders  fest- 
gestellt. Bet dieser Versuchsanordnung kann man immer den 
Blutdruck durch das Manometer kontrolliren. Weiter ist der 
unangenehme Ludwig’sche Hebel iiberfliissig und zum dritten 
kann man hier die Ausschliige des Recorders beherrschen und 
andern und somit der Curve eine passende Dimension geben. 
Dieser Apparat functionirt sehr gut und registrirt sehr genau. 

Die Curven wurden auf einem Kymographion, das durch) 
einen Dynamo getrieben wurde, aufgeschrieben. Das Papier 
war tiber 3 Meter lang und geniigte bei einer Rotation vou 
2 mm. per Secunde zu einem Versuch von einer halben Stunde. 
Die Zeile ist immer in Secunden markirt. 

Bei den folgenden Versuchen wurden zwei Arterien und 
eine Vene (gewoOhnlich beide Carotiden und eine vena jugularis 
externa, aber in anderen Versuchen art. und vena femoralis) 
frei priparirt. Die eine Arterie war mit dem Manometer zur 
Blutdruckbestimmung verbunden, die andere Arterie benutzte 
ich zur Entnahme von blutproben. Das Blut wurde direkt 
aus der Arterie ohne Anwendung einer Kanitile in Uhr- 
gliiser gelassen. In die Vene wurde die Guanylsiurelésung 
mit einer Spritze injicirt. Die Guanylsiiure war immer in 
0.7% oigem Kochsalz geldst. Die Lésungen waren auf eine 
Temperatur yon 37—38° erwirmt. 

Ich habe, von dem ersten Versuch abgesehen, 3 Ver- 
suche mit Injection der Guanylsiiure an Hunden ausgeftihrt 
und werde die Resultate referiren: 

1. In allen Versuchen konnte man unmittelbar nach der 
Injection einen mehr oder weniger ausgebildeten Excitations- 
zustand beobachten, der bald in eine Narkose_ iiberging. 
Die Narkose war aber niemals eine vollstiindige, sie war nur 
voriibergehend und dauerte einige Minuten. 

2. Kine andere charakteristische Wirkung der Guanyl- 
situreinjection ist die Einwirkung auf die Coagulationszeit, 
indem die Guanylsiiure nach der Injection ins Blut eine deut- 
liche anticoagulirende Wirkung ausiibt. Folgende Tabelle 
zeigt die Coagulationsverhiiltnisse bei den einzelnen Versuchen: 
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Versuch | Injicirte Guanylsaure | Normale | Maximale Wirkung 
Nr. | Menge per Kile Hand | 
| | | | 
1 | 0.058 38 | 350 2 
2 0,018 10 | 
4 0,036 | Nicht beobachtet | i) 


Man sieht aus der Tabelle, dass eine Injection von 
0,04 g Guanylsiiure per Kilo Hund eine nicht unbedeutende 
Verzogerung der Gerinnung ausiibt, wihrend diese Wirkung 
nach einer Injection von 0,02 g per Kilo weniger ausgebildet 
ist. Aber auch in diesem Falle ist eine deutliche Verzégerung 
zu constatiren. 

Eine iihnliche Verzégerung der Gerinnung wurde hervor- 
gerufen, wenn man etwas Blut in ein Reagensglas, das etwas 
Guanylsiiurelésung enthielt, hineinbrachte. Zwei Blutproben, 
jede & 5 cem., wurden einem Hunde entnommen. Zu der 
einen Probe setzte ich 1 cem. 0,7°/oige Kochsalzlésung, zu 
der anderen 1 ccm. einer Guanylsadurelésung in 0,4°/oigem 
Kochsalz. Die Menge der Guanylsiiure in 1 ccm. war 0,02 g. 
Nach einer Stunde war die letzte Probe noch nicht ge- 
ronnen, wiihrend die Kontrollprobe in 9 Minuten coagulirte. 
In allen Versuchen, sowohl nach dem Einspritzen der Guany!l- 
siiure ins Blut, als auch bei dem Reagensversuch, beobachtete 
ich eine iihnliche Erscheinung, wie Thompson!) bel seinen 
Reagensversuchen mit Blut und Protamin fand: das Blut bekam 
ein kérniges Aussehen. Diese Kérnchen erwiesen sich als 
zusammengesetzt aus Kliimpchen rother Blutkérperchen. Bald 
trat eine schnelle Senkung der KéOrperchen ein und eine schéne, 
klare Schicht von Blutplasma erschien tiber dem Bodensatz. 

Es ist nicht ohne Interesse, zu notiren, dass das Protamin 
in seiner Wirkung auf Gerinnung der Guanylsiiure sehr nahe 
steht. Thompson!) fand, dass eine Injection von 0,01—0,03 g 


1) Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXIX, 
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Protamin pro Kilo Hund eine Verzégerung der Gerinnung yon 
om) 13—29!' om w. hervorrief. 

Sowohl die Guanylsiiure als das Protamin tiben  somit 
eine anticoagulirende Wirkung in viel kleineren Dosen als dic 
Albumosen aus. 

3. Athmung. Wie man aus dem ersten Versuche  er- 
warten konnte, iibt die Guanylsiiure eine ausgesprochene und 
merkwiirdige Wirkung auf die Respiration aus. Dies ist aus 
Figur 1 ersichtlich. 

Man findet wahrend und unmittelbar nach der Injection 
eine forcirte Respiration. Dies Stadium entspricht genau der 
Excitationsperiode, welche vorher besprochen worden ist. Wenn 
es vortibergegangen ist. sieht man einen charakteristischen 
Respirationstypus; die Respiration zeichnet sich dadurch aus, 
dass die Brustathmung oberflichlich und langsam wird, wiihrend 
die diaphragmatische Athmung nicht besonders schwiicher als 
vorher ist. Weiter sieht man, dass die abdomniale Respiration 
ZWei inspiratorische Gipfel besitzt, wovon der erste, kleinere 
der Inspiration des Thorax entspricht, wahrend der andere 
und groéssere mit der Exspiration des Thorax tibereinstimmi. 
Nach dieser zweiten Inspiration kommt dann im Gegensatz 
zu der langsamen Exspiration des Thorax eine kurze, kriiftige 
Kxspiration des Abdomens. Die ganze Respiration macht den 
Eindruck, als ob sich ein Widerstand im Luftrohr befindet, 
den der Thorax sich vergebens bemiiht, zu tiberwinden. Die 
starke Respiration des Abdomens fiihrt es dann aus. Dieser 
Respirationstypus dauert wiihrend des ganzen Versuchs. 

In einem folgenden Versuch kommt aber dieser Respirations- 
typus, welcher in drei Versuchen beobachtet ist, nicht be- 
sonders zum Vorschein, wie die Figur illustrirt. 

4. Blutdruck. Ebenso wie die Protamine eine Blutdruck- 
erniedrigung hervorrufen, so ist auch nach der Injection von 
Guanylsiiure eine schnelle und bedeutende Blutdruckerniedrigung 
bemerkbar, wie man aus den Tracéen ersehen kann. In den 
zwei Versuchen, deren Tracéen auf 5S. 208 und 5S. 209 
wiedergegeben sind, haben wir eine Erniedrigung von 180 mm. Hg 
bis 70 mm. Hg und von 200 mm. Hg bis 130 mm. Hg, also nicht 
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weniger als 110 mm. Hg resp. 70 mm. Hg (Versuch Nr. 3 (Fig. 1) 
und 4 (Fig. 2). In Versuch Nr. 2 war die Erniedrigung nur 
2) mm. Hg (160—140 mm. Hg). In diesem Falle trat eine 
partielle Coagulation in der Kaniile ein. Die Blutdruckerniedri- 
cung tritt schon wiihrend der Injection ein. (In Fig. Nr. 2 
wurde die Guanylsiiurelésung in 3 Portionen  eingespritzt; 
man sieht danach 3 Erniedrigungen; die letzte ist dauerhaft.) 
Weiter dauert die Erniedrigung einige Minuten. Dann steigt 
der Blutdruck langsam und ist nach etwa ‘2 Stunde wieder 
normal. Besonders die Pulsbewegungen werden wiihrend der 
Krniedrigung sehr klein und wachsen wieder, wenn der Blut- 
druck steigt. Zuletzt werden auch sie normal. 

Aus meinen Versuchen geht nicht mit Bestimmtheil 
hervor, auf welche Weise die Guanylsiiureinjection die Blut- 
druckerniedrigung hervorruft. Man kann ebenso gut an eine 
Arteriendilatation als an eine Parese des Herzens denken. 

Das Schicksal der Guanylsiure nach der Einspritzung ist 
vOllig unbekannt. Sie wird nicht oder jedenfalls nur in geringer 
Menge mit dem Harne ausgeschieden. Nur in einem Falle (Ver- 
such Nr. 5) konnte ich die Guanylsiiure im Harn nachweisen und 
zwar nur in geringer Menge. Einige Spaltungsprodukte der 
(ruanylsiiure, wie Pentosen, kommen nicht in den Harnen vor. 

Die ibrigen Folgen der Guanylsiiureinjection sind im 
Harne zu sehen. 

). Die alkalische Reaction. Wihrend der Harn un- 
mittelbar vor dem Versuch sauer reagirt, kann man schon 
ca. 1 Stunde nach der Injection in ihm eine ausgesprochene 
alkalische Reaction finden. Nach 24—48 Stunden reagirt 
der Harn wieder sauer. Die alkalische Reaction ist in den 
meisten Fiillen ausgepragt, in einem Falle war jedoch die 
Reaction ziemlich neutral, niemals habe ich aber eine saure 
Reaction gefunden. Die alkalische Reaction stimmt nicht mit 
einer vermehrten Ammoniakausscheidung iiberein, denn die 
Harne enthalten nicht mehr Ammoniak als die normalen 
Harue. Das Auftreten der alkalischen Reaction ist ganz un- 
verstiéndlich, da die injicirten Guanylsiéurelésungen deutlich 
Sauer reagirten. 
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6. Die Albuminurie. Die alkalische Reaction des Harnes 
war in allen Fillen von einer echten Albuminurie begleitet, 
welche nur voriibergehend war. Das Eiweiss war immer ein 
genuiner Eiweisskérper und nicht Albumosen. Die Menge des 
Kiweisses war ungefiihr 1—3 °/oo. 

Die Ausscheidung des FEiweisses kommt entweder von 
der Blutdruckerniedrigung her, oder es tibt die Guanylsiiure 
eine toxische Wirkung auf die Nieren aus. 

7. Die Glycosurie ist nur einmal beobachtet.') Die 
Ursache der Glycosurie in diesem Falle ist ganz unbekannt. 
In zwei anderen Fiillen habe ich die Hunde vor dem Ver- 
suche reichlich gefiittert, um den Glycogenvorrath zu erhdhen, 
ohne jedoch Glycosurie zu sehen. 


Ich habe hiermit die Resultate meiner Untersuchungen 
iiber die Guanylsiiure referirt. Ebenso wie diese Nucleinsiure 
in chemischer Beziehung interessant und eigenthiimlich ist, so 
ist dies auch mit ihr der Fall, wenn wir die physiologischen 
Thatsachen tiberblicken. Keiner anderen, bis jetzt beschriebenen 
Nucleinsiiure hat man solche physiologischen Wirkungen zu- 
schreiben konnen. 

Ks wiire nicht ohne Interesse, die physiologischen Wir- 
kungen der Guanylsiiure mit denen des Nucleoproteids zu 
vergleichen. 

Da indessen solche Untersuchungen nicht vorliegen, habe 
ich es unternommen, einige physiologische Untersuchungen mit 
dem 8-Nucleoproteid anzustellen. 

Das §8-Nucleoproteid verdanke ich theils Prof. Ham- 
marsten, theils habe ich es selbst nach Hammarsten’s 
Methode dargestellt. 

Die Versuchsanordnung war ganz dieselbe wie bei den 
Guanylsiiureversuchen. 

Ich habe 5 Thierversuche ausgefiihrt. Die Versuchsthiere 
waren Hunde. Es wurden untersucht: Athmung, Blutdruck, 
Coagulationsfiihigkeit und Harn. a 


1) Die Guanylsiure wurde im (ranzen 5 Hunden injicirt. 
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1. Das Nucleoproteid bewirkt, wenn es in einer ahn- 
lichen Menge wie bei den Guanylsiureversuchen eingespritz! 
wird, ganz dieselben Erscheinungen der Excitation und eines 
folgenden narkosenahnlichen Zustandes. 

2. Wie die Guanylsiiure tibt auch das Nucleoproteid eine 
Verzogerung der Coagulation aus. Diese Wirkung ist beim 
Nucleoproteid mehr hervortretend als bei der Guanylsaure. 


rop- Injicirte Menge Normale Coa- | 

Ver Maximale Wirkung 
suchs- | Nucleoproteid | gulationszeit | 

Nr. | pro kg Hund | m. | m. 

| | | 

6 | 0.05 ¢ 8 — | Nach 24 St. nicht coagulirt. 

7 0,053 » _ | Th 43m, 

O.049 >» 8s — Nach St. theilweise coagulirt 

9 0.050. » — Nach 24 St. nicht coagulirt. 


Die Injection einer Proteidmenge von 0,05 g per Kilo 
Hund hebt die Coagulationsfiihigkeit des Blutes vollstiindig oder 
beinahe vollstiindig auf. Dies bestiitigt die Mittheilungen Alex. 
Schmidt's iiber die anticoagulirende Wirkung der Nucleo- 
proteide. 

Bekanntlich sind die Albumosen bei Injection ins Blut 
von Kaninchen unwirksam. Die Gerinnung des Kaninchen- 
blutes wird dadurch nicht gestort. Das Nucleoproteid dagegen 
bt auch seine Gerinnungshemmung auf das Kaninchenblut 
aus, wie folgender Versuch zeigt: Einem Kaninchen, 1800 g 
schwer, wurde 0,25 g Proteid, 0,14 g pro Kilo, eingespritzat. 
Die normale Coagulationszeit war 18 Minuten. Nach der In- 
jection coagulirte das Blut in 261/2 und 23!/2 Minuten. 

Eine Wirkung lasst sich also auch hier nachweisen, ob- 
wohl weniger ausgepragt als beim Hundeblut. 

3. Das Proteid tibt eine Wirkung auf die Athmung aus: 
ULnmittelbar nach der Einspritzung wird die Athmung schneller 
und tiefer, spater aber sehr oberflichlich. Nur ausnahmsweise 
lisst sich eine Athmung wie bei den Guanylsiiureversuchen 
nachweisen. Uebrigens verweise ich auf Figur 3. 

4. Ebenso wie die Guanylsiure bewirkt eine Einspritzung 
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von Proteid eine schnelle und tiefe Erniedrigung des Blut- 
druckes. Der Blutdruck sinkt von 160 mm. Hg bis 40 mm. 
Hg, also nicht weniger als 120 mm. Hg, und von 180 mm. 
Hg bis 120 mm. Hg, 60 mm. Hg, von 220 mm. Hg bis 
sO mm. Hg, 140 mm. Hg. Eine folgende Injection yon 
Proteid, nachdem der Blutdruck wieder normal geworden war, 
bewirkte eine neue Erniedrigung des Blutdruckes von 
220 mm. Hg bis 120 mm. Hg. (Siehe Figur 4.) 

Die Blutdruckerniedrigung ist auch nach der Eimspritzung 
von Proteid nur voriibergehend und hort nach einigen Minuten 
langsam wieder auf. Die Pulsbewegungen sind wiihrend der 
Erniedrigung sehr klein. Sie wachsen mit dem Blutdruck. 

). Im Harne findet man im Gegensatz zu den Guany!l- 
siiureversuchen keine alkalische Reaction. Ebenso ist die 
Ausscheidung von Eiweiss sehr unbedeutend. Dagegen findet 
man im Harne regelmiissig eine gréssere oder geringere Menge 
Proteid. 

Weiter habe ich im Harne auch Zucker gefunden. Von 
den 5 Versuchen habe ich 3 Mal eine Ausscheidung von 
Traubenzucker gefunden (nicht Pentose). Der Zuckergehalt 
war 1,5°%o, 1,6°/o und 0,4°%o. (Uebereinstimmende polari- 
metrische und titrimetrische Bestimmungen.) In einem Falle 
(Nr. 4) enthielt der Harn zwar reichlich Zucker, der Versuch 
war aber wenig beweisend, da der Harn mit ausgebrochenen 
Brotresten verunreinigt war. Man musste deshalb eine In- 
version der Stirke des Brotes befiirchten. Endlich war der 
Harn in einem Falle zuckerfret. 

Wenn ich aber bemerke, dass der Hund in dem letzten 
Kalle eine liingere Zeit auf Inanition gehalten war, wird der 
Widerspruch vielleicht auf folgende Weise gelést: Nach Injec- 
tion von Nucleoproteid bekommen die Hunde Glycosurie, 
wenn sie einen reichlichen Glycogenvorrath haben, nicht aber 
wenn sie arm an Leberglycogen sind. Ich kann hinzufiigen, 
dass alle iibrigen Hunde vorher reichlich gefiittert worden 
waren. 

Selbstverstiindlich meine ich, nicht durch meine wenigen 
Versuche die Frage der Glycosurie gelést zu haben. Ich 
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sehe aber meine Erkliirung fiir das Auftreten des Zuckers im 
Harne als die vorliéiufig am meisten plausible an. 

Jedenfalls sehe ich meine Erklirung als eine brauchbare 
Arbeitshypothese fiir eventuelle Untersucher an. 

Ich glaube dazu berechtigt zu sein, die Glycosurie als 
ein Sympton nach Injection des Nucleoproteids aufzustellen. 

Die Harne enthielten keine p-Oxybuttersiiure und 
nicht Aceton. 

Vergleichen wir die Versuchsergebnisse nach der Injection 
von Guanylsiiure und Nucleoproteid, so stimmen diese in vielen 
Beziehungen sehr gut mit einander iiberein. In beiden Fallen 
finden wir Excitation und Narkose der Thiere, dhaliche 
Athmung und Blutdruckerniedrigung. Nur im Harne begegnen 
wir deutlichen Verschiedenheiten, bei den Guanylsiurever- 
suchen alkalische Reaction und Albuminurie, bei dem Proteid 
vorzugsweise Proteidurie und Glycosurie. 

Es wiire in dieser Hinsicht nicht ohne Interesse, den 
Kiweisscomponenten des Proteids in’ physiologischer Be- 
ziehung zu erforschen. Versuche hieriiber fehlen. Auch kennen 
wir nicht seine chemischen Eigenschaften und Zusammen- 
setzung. Ich habe mich aber davon tiberzeugt, dass der Eiweiss- 
component in chemischer Beziehung sehr eigenartig ist. Er 
kann z. B. nicht gut in eine bestimmte Eiweissgruppe  ein- 
rangirt werden. 

Ich benutze die Gelegenheit, Herrn Prof. Torup, welcher 
mich bei der Ausfiihrung der Thierversuche und sonst in viel- 
facher Weise unterstiitzt hat, meinen verbindlichsten Dank 
auszusprechen. 
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Beitrage zur Kenntniss der Milchsaurebildung im thierischen 
Organismus beim Sauerstoffmangel. 
Von 
S. Saito und R. Katsuyama. 


(Aus dem medicinisch-chemischen Institut der Kaiser]. Universitat Kyoto.) 


(Der Redaction zugegangen am 23. Januar 1901.) 


Es kann als sicher festgestellt angesehen werden, dass 
nach giinzlicher Exstirpation der Leber die Ginse Milchséure 
im Harne ausscheiden.') Es unterliegt auch keinem Zweifel, 
dass bei entleberten Génsen die Ausfuhr der Harnsiiure bis 
auf unbedeutende Mengen sinkt, wiéhrend der Harnstickstoff 
grossenteils in Form von Ammoniak erscheint. Im Anschluss 
an diese Thatsachen exstirpirle Nebelthau?) die Leber von 
265 Froschen, sammelte wahrend 4 Tagen ihren Harn und 
erhielt aus 7,8 Liter Harn 0,127 g Zinksalz, welches grosse 
Aehnlichkeit mit milchsaurem Zink hatte. Aus Versuchen von 
Zillessen’) ergab sich, dass nach Unterbindung der Leber- 
arterie bei Hunden und Kaninchen regelmiissig Milchsiure im 
Harne auftrat. Sehr bemerkenswerth ist die Beobachtung von 
Minkowski,*) dass die Ausscheidung der Milchséure im Harne 
ganz ausbleibt, wenn man den Enten die Leber partiell 
exstirpirt. Unlangst ist es Salaskin und Zaleski®) gelungen, 
Hunde nach der totalen Entfernung der Leber bis zu 13 Stunden 


1) Minkowski, Archiv f. exper. Pathol. u. Pharmakol., Bd. 21, S. 41. 
2) Nebelthau, Zeitschr. f. Biol., Bd. 28, S. 122. 

3) Zillessen, Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XV, S. 389. 

4) Minkowski, Archiv f. exper. Pathol. u. Pharmakol., Bd. 31, S. 214. 
5) Salaskin und Zaleski, Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXIX, 
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am Leben zu erhalten und die Verinderungen, welche der 
Stoffwechsel nach dieser Operation erleidet, genau zu ver- 
folgen. Von den Schlussfolgerungen, die die genannten Autoren 
aus ihren Versuchen gezogen haben, wollen wir nur die 
folgenden hervorheben: «Unsere Hunde mit der exstirpirten 
Leber erinnern in vielen Beziehungen an die (Giéinse von 
Minkowski. Von allen Erscheinungen, die hier und dort 
beobachtet worden sind, muss an erster Stelle hervorgehoben 
werden: bei den Giinsen von Minkowski das Auftreten von 
Milchséiure im Harn, bei unseren Hunden die saure Reaction 
des Harns, welche sogar durch Einfiihrung grosser Gaben 
Soda nicht abgedindert werden konnte; in einem Fall konnten 
wir sogar unzweifelhaft im Harn des Hundes die Anwesenheitl 
von Milchsiiture nachweisen.» Zieht man nun die erwdhnten 
Beobachtungen in Erwagung, so liegt die Vermuthung nahe, 
dass die Milchséureproduktion mit der Stérung der Leber- 
thitigkeit in einem gewissen Zusammenhange steht, um so 
mehr, als bei der acuten gelben Leberatrophie Schultzen 
und Riess!) bercits das Auftreten grosser Milclisdiuremengen 
im Harne nachgewiesen haben. 

In einer grésseren Anzahl von Versuchsreihen hat Araki*) 
init Bestimmtheit erwiesen, dass beim Sauerstoffmangel — 
cleichgiiltig, durch welches Mittel er hervorgerufen wird — die 
Milchsiure in reichlicher Menge im Harne von Kaninchen zum 
Vorschein kommt. Dieser Befund ist auch fiir den mit CO 
vergifteten Menschen durch Miinzer und Palma®) bestiitigt 
worden. 

In der Litteratur finden wir aber keine sichere Angabe 
dariiber, dass der Sauerstoffmangel die Bildung von Milchsaure 
bei Hiihnern verursacht. Es liegen zwar einige Versuche von 
Araki‘) vor, die am Huhn mit Weizenfiitterung und an dem- 


1) Schultzen und Riess, citirt nach Araki, Zeitschr. f. physiol. 
Chemie, Bd. XVII, 8S. 331. 

2) Araki, Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XIX, 8. 422. 

3) Miinzer und Palma, Separatabdruck aus d. Zeitschr. f. Heil- 


kunde, Bd. 15, S. 1. 
4) Araki, Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XV, 5. 356. 
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selben Thiere im Hungerzustande angestellt worden sind. Die 
Hauptergebnisse aus diesen Versuchen sind die folgenden: 
«Durch Einwirkung von Sauerstoffmangel auf gut erniihrte 
Thiere treten Zucker und Milchsiure im Harne auf: bei Thieren, 
welche sich im Hungerzustande befinden, wird durch den 
Sauerstofimangel wohl Uebergang von etwas Milchsiure be- 
wirkt, aber Zucker findet sich nicht darin.» Allein diesen 
Versuchsergebnissen gegeniiber lasst sich ein Einwand geltend 
machen, dass es keineswegs bewiesen ist, dass die Hiihner 
wirklich die Milchséure im Harne ausgeschieden haben; denn 
Araki hat nicht einmal das aus dem Harne von Hihnern 
dargestellte Zinksalz analysirt. Ausserdem hat Araki ver- 
siumt, das Blut von den zu seinen Versuchen benutzten 
Hiihnern auf Milchsiiure zu untersuchen. 

Wenn iiberhaupt die Milchsiture in Folge des O-Mangels 
in reichlicher Menge im Organismus von Hiihnern entsteht, 
so muss dieselbe zuerst in das Blut in reichlicher Menge iiber- 
gehen: die iibergrosse Menge der Milchsiiure im Blut ist dann 
die Ursache fiir ihr Auftreten im Harne. Wir haben uns dabei 
die Aufgabe gestellt, eingehende Untersuchungen iiber die 
folgenden Fragen anzustellen: 

1. Ob das Blut von gesunden und gut ernéhrten Hiihnern 
regelmiissig Milchsiiure enthalt? 

2. Ob der Sauerstoffmangel die Mehrproduktion § der 
Milchsiiure bei Hiihnern bewirkt? 

3. Ist die Siure, die Araki aus dem Harn von erstickten 
Hiihnern dargestellt hat, mit Milchsiiure identisch? 

Als Versuchsobject) bedienten wir ausschliesslich 
Hiihner, die gut mit Reis gefiittert wurden. 


I. Das Vorkommen der Milchsaure im normalen Hiuhnerblut. 


Ueber das Vorkommen der Milchsiure normalen 
Hundeblut hat Gaglio') eingehende Untersuchungen angestellt. 
Danach sollte das Blut von Hunden bei Fleischfiitterung 0,39 
pro Mille Milchsiiure als constanten Bestandtheil enthalten. Es 


1) Gaglio, Archiv f. Physiologie u. Anatomie, 1886, S. 400. 
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ist auch Berlinerblau') gelungen, Fleischmilchsiéure im 
normalen Kaninchen- und Hundeblut mit absoluter Sicherheit 
nachzuweisen: er hat sogar 200 ccm. direkt in Alkohol aut- 
cefangenen venOsen Menschenblutes analysirt und darin O,1562 
Milchsiiure gefunden. Diese Befunde sind bald von mehreren 
Forschern bestiitigt worden. 

Dass das normale Hiihnerblut auch regelmiissig Milch- 
siiure enthilt wie das Siiugethierblut, dafiir werden die nach- 
stehenden Versuche einen sicheren Beweis liefern. 

Die Methode, die wir bei Analysen des Blutes benutzt 
haben, ist folgende: Das aus den freigelegten Halsgefiissen 
und dem Herzen des Thieres aufgefangene und gewogene Blut 
wurde mit dem 6fachen Volumen 96°/oigen Alkohols in einem 
(iefiisse versetzt und nach 12stiindigem Stehenlassen unter 
zeitweisem Umrihren abfiltrirt. Der Riickstand wurde noch 
+—) mal mit 96°/oigem Alkohol ausgezogen und ausgepresst. 
Von den Alkoholausziigen wurde der Alkohol abdestillirt, der 
Riickstand in ein wenig Wasser aufgenommen, mit einigen 
Tropfen Sodalésung schwach alkalisch gemacht und zur Ent- 
fernung der Fette 5 mal mit erneuerten Mengen Aether ge- 
schiittelt. Die entfettete Fliissigkeit wurde mit dem gleichen 
Volumen miissig verdiinnter Phosphorsiiure angesiuert und 
6 mal mit dem d5fachen Volumen Aether geschiittelt. Der 
nach dem Abdestilliren des Aethers zurtickbleibende Syrup 
wurde mit Barytwasser neutralisirt, filtrirt und ausgewaschen ; 
die gesammten Filtrate wurden nach dem Ausfillen des Baryts 
mit verdiinnter Schwefelsiiure auf dem Wasserbade concentrirt 
und mit Aether erschépft. Von den klar abgegossenen Aether- 
extracten wurde der Aether abdestillirt, der Riickstand mit 
Wasser und iiberschiissigem Zinkoxyd gekocht, heiss_ filtrirt 
und gut ausgewaschen. Die filtrirte L6sung wurde in einem 
gewogenen Schiilchen auf ein kleines Volumen auf dem Wasser- 
bade verdunstet und unter Zusatz von einigen Tropfen Alkohol 
zur Krystallisation stehen gelassen. 


1) Berlinerblau, Archiv f. exper. Pathol. u. Pharmakol., Bd. 23, 
S. 333. 
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1. Versuch. 


Im normalen Hiihnerblute von 5 Thieren, zusammen iy 
450 wurden gefunden: 0,1851 g Zinksalz. 


Versuch. 


Aus 428 g¢ Blutes von 5 Hiihnern wurden erhalten : 
0.1459 Zinksalz. 


Versuch, 

Aus 545 Blutes von 5 Hiihnern wurden dargestellt: 
O,1145 ¢ Zinksalz. 

Z7uv Analyse wurden die gewonnenen Zinksalzportionen 
vereinigt und durch Umkrystallisation gereinigt. so 
gereinigte Zinksalz zeigt die charakteristischen Formen des 
Zinklactates. 

O.1895 lufttrockenen Salzes verloren ber 110° 
0.024% an Gewicht entsprechend 12,87° 0 H,O. 

wasserfreien Salzes siedendem Wasser 
gelost, mit’ Natriumcarbonat gefillt, gaben nach dem Gliihen 
des Zinkcarbonats 0.0471 ZnO 26,61°% Zn. 

O1427 lufttrockenen Salzes verloren bei 110° C. 
g HO = 13,10°*/o H,O. 

)1240 wasserireien Salzes lieferten 0,0410 ¢ ZnO 
ZN. 


Berechnet Gefunden: 

fiir + 2 H,O I. Mittel 
H,O 12,87", 13,10° 12.98% 
Zn 26.74 26.61% 26,509» 26.55%). 


Ks kann also kein Zweifel mehr dariiber obwalten, dass 
das von uns aus dem normalen Hiihnerblute dargestellte Zink- 
salz mit paramilchsaurem Zink identisch ist. Somit ist mil 
absoluter Sicherheit erwiesen, dass die Paramilchsiiure ein 
constanter Bestandtheil des normalen Hiihnerblutes ist. 

Der besseren Uebersichtlichkeit  halber stellen wir die 
Resultate der erwihnten Versuche noch einmal zusammen: 
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Tabelle I. 


Gewicht des Das gefundene Die Milchsiaure 


angewandten Zinklactat 100 g Blutes 
Blutes ing | in g | of 
4350 O.1651 0.0284 
428 0.0280 
345 O1145 | 00245 


II. Einwirkung von Sauerstoffmangel auf die Milchsaurebildung. 


Dass sowohl durch Kohlenoxydvergiftung, als durch den 
Sauerstoffmangel die Eiweisszersetzung in der Zeiteinheit auf 
das Doppelte der Norm ansteigt, hat bekanntlich Friinkel bet 
Hunden dargethan. Durch Araki’) ist in einer Anzahl sehr 
eingehender Arbeiten der Nachweis geftihrt, dass der reine 
Sauerstofimangel ganz den gleichen Einfluss auf die Milch- 
siitureproduktion im Kaninchenkorper ausiibt wie das Kohlen- 
oxyd. Vor Kurzem hat Kunkel?) beobachtet, dass die Kalt- 
bliiter auch dann noch keine St6rungen im Befinden erkennen 
lassen, wenn nur 0,156° 0 ihres Hiimoglobins an O, der Rest 
an CO gebunden ist, dann geniigt bei Kaltbliitern der im Blut- 
plasma absorbirte Sauerstoff den Anforderungen des Korpers 
an oxydative Leistung noch immer. Er hat daraus geschlossen, 
dass dem Kohlenoxyd keine andere physiologische Wirkung 
zukommt, als die Verdriingung des Sauerstoffs aus der Bindung 
an Hamoglobin. 

Man darf es nun als héchst wahrscheinlich bezeichnen, 
dass alle chemischen Aenderungen der Lebensprocesse, die 
sich bei der CO-Vergiftung beobachten lassen, lediglich auf 
den Sauerstoffmange! zuriickzufiihren sind. Aus diesem Grunde 
haben wir die Verarmung des Blutes an Sauerstoff stets durch 
vorsichtige Vergiftung mit CO herbeigefihrt. 


1) Araki, Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XV, S. 335, sowie 
Bd. XIX, S. 422. 
“) Kunkel, cit. nach Centralbl. f. Physiol., 1900, 5. 565 
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Zur Austiihrung der Vergiftung haben wir die Thiere in 
einen mit Glasfenstern versehenen Kasten, in welchen Kohlen- 
oxvdgas eingeleitet werden konnte, gebracht. Sobald das 
Thier asphyktisch geworden, wurde es herausgezogen und, 
nachdem es sich an der frischen Luft erholt hatte, von Neuem 
der CO-Gasatinosphiire ausgesetzt. 

Die Analyse des blutes haben wir genau nach der oben 
geschilderten Methode ausgeftihrt. 

Um den Harn moglichst rein zu erhalten, wurde der 
Mastdarm stets oberhalb der Kloake unterbunden und die 
dabei angelegte Wunde wieder sorgfiltig zugeniht. Da eine 
geringe Quantitit des Harns uns immer zur Verfiigung stand, 
so haben wir denselben zur Darstellung der Milchséure ohne 
Weiteres mit dem 10fachen Volumen 96° oigen Alkohols 
gemischt und nach 12stiindigem Stehen filtrirt. Nach dem 
Abdestilliren des Alkohols wurde der Riickstand mit Phosphor- 
siure stark angesiiuert und dann genau so behandelt, wie bei 
der Analyse des Blutes. 


4. Versuch. 
10. Mai 1900. Ein” kriiftiger Hahn wurde 3 Stunden 
lang mit CO vergiftet und dann verblutet. Aus 54 g Blutes 
wurden erhalten: 0,0296 @ wasserfreies Zinksalz. 


5. Versuch. 
20. Mai 1900. Ein Hahn von 1918 g Korpergewicht 
wurde 5 Stunden lang mit CO vergiftet und dann verblutet. 
Aus 8&7 g Blutes wurden dargestellt: 0,1269 g Zinksalz. 


6. Versuch. 
30. Mai 1900. Ein 2137 g schwerer Hahn wurde 5 Stunden 
lang mit CO vergiftet und dann verblutet. Aus 76 g Blutes 
wurden erhalten: 0,1278 g Zinksalz. 


7. Versuch. 


4. Juni 1900. Ein 2687 g schwerer Hahn wurde 5 Stunden 
lang mit CO vergiftet und dann durch Verblutung getédtet. 
Aus 63 g Blutes wurden erhalten: 0,0597 g Zinksalz. 
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8. Versuch. 

6. Juni 1900. Ein kriftiger Hahn von 2717 g Korper- 
gewicht wurde 512 Stunden lang mit CO vergiftet und dann 
durch Verblutung getodtet. Aus 90 ¢@ Blutes wurden erhalten: 
0.1663 ¢ Zinksalz. 

9. Versuch. 

15. Juni 1900. Ein Hahn von 2051 g Korpergewicht 
wurde von 10 Uhr 30 Min. Vorm. mit CO vergiftet: 2 Uhr 
Nachm. war das Thier durch Asphyxie zu Grunde gegangen. 
Aus 50 g Blutes, das aus dem Herzen entzogen wurde, wurden 
erhalten: O,0612 ¢ Zinksalz. 

10. Versuch. 

22. Juni 1900. Ein Hahn von 1507 Korpergewicht 
wurde 61.2 Stunden lang mit CO vergiftet und dann durch 
Verblutung getédtet. Aus 30 ¢ Blutes wurden gewonnen: 
0.0550 ¢ Zinksalz. 

11. Versuch. 

25. Juni 1900. Ein 1445 @ schweres Huhn wurde 
7'4 Stunden lang mit CQO vergiftet und dann durch Ver- 
blutung getédtet. In 34 Blutes wurden gefunden: 0.1113 ¢ 
Zinksalz. 

12. Versuch. 

2. Juli 1900. Ein 2656 ¢ schwerer Hahn wurde 62 3 Stunden 
lang mit CO vergiftet und dann verblutet. Aus 63 ¢ Blutes 
wurden erhalten: 0,0844 g Zinksalz. 

13. Versuch. 
4. Juli 1900. Ein 1856 g schweres Huhn wurde 5!) 4 Stunden 


lang mit CO vergiftet und dann verblatet. In 49 g¢ Blutes 
wurden gefunden: 0.0753 g Zinksalz. 
14. Versuch. 

9, Juli 1900. Ein Hahn von 2290 g Kérpergewicht. Um 
den Harn vom Koth getrennt aufzufangen, wurde vor der 
Vergiftung der Mastdarm oberhalb der Einmiindungsstelle der 
Ureteren in die Kloake mit einem dicken Seidenfaden ab- 
gebunden. Das so operirte Thier wurde 7 Stunden lang mit 
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CO vergiftet und dann verblutet.. Aus 69 g Blutes wurden 
erhalten: O,0631 ¢ Zinksalz. 

Aus 22 ccm. Harn, den das Thier wiihrend der Ver- 
giftung geliefert hat, wurden dargestellt: O,38083 Zinksalz. 
15. Versuch. 

29. Juli 1900. Ein Hahn von 2147 g Korpergewicht. Nach 
der Abbindung des Mastdarms wurde das Thier 314 Stunden 
mit CO vergiftet und dann dureh Verblutung getOdtet. Aus 
67 ¢ Blutes wurden gewonnen: 0,0697 g Zinksalz. 

Der Harn, den die Hiihner wiihrend der CO-Vergiftung 
entleerten, reagirte stets sauer. 

Aus 10 com. Harns, den das Thier wiihrend der Vergiftung 
geliefert hat, wurden erhalten: 0,0731 g Zinksalz. 

16. Versuch. 

12. September 1900. Ein sehr gut ernahrter Hahn von 
2113 ¢ Korpergewicht. Nach der Abbindung des Mastdarms 
wurde das Thier 7!2 Stunden lang mit CO vergiftet und dann 
verblutet. Aus &3 g Blutes wurden erhalten: 0,1447 
Zinksalz. 

Aus 35 com. Harns, den das Thier wihrend der Ver- 
giftung entleerte, wurden dargestellt: 0,8521 g Zinksalz. 


17. Versuch. 

4. October 1900. Ein Hahn von 1778 g Koérpergewicht. 
Nach der Abbindung des Mastdarms wurde das Thier 4!/2 
Stunden mit CO vergiftet und dann durch Verblutung getédtet. 
Aus 46 ¢ Blutes wurden dargestellt: O,O682 g Zinksalz. 

Aus 22 cem. Harns, den das Thier wahrend der Ver- 
giftung lieferte, wurden erhalten: 0,1820 g Zinksalz. 

18 Versuch. 

30. October 1900. Ein Hahn von 2179 g Korpergewicht. 
Nach der Unterbindung des Mastdarms wurde das Thier 
2''2 Stunden lang mit CO vergiftet und dann verblutet. Aus 
82 ¢g Blutes wurden erhalten: 0,1346 g Zinksalz. 

Aus 11 ccm. Harns, den das Thier wihrend der Ver- 
ciftung entleerte, wurden erhalten: 0,0611 g Zinksalz. 
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19. Versuch. 

13. November 1900. Ein Hahn von 3089 g Kérper- 
gewicht. Nach der Unterbindung des Mastdarms wurde das 
Thier 7 Stunden lang mit CO vergiftet und dann verblutet. Aus 
89 g Blutes wurden erhalten: 0.1481 Zinksalz. 

Aus 30 com. Harns, den das Thier wiihrend der Ver- 
siftung geliefert hat, wurden dargestellt: 0,1733 Zinksalz. 


20. Versuch. 

15. November 1900. Ein kriiftiger Hahn von 3481 g 
Korpergewicht. Nach der Unterbindung des Mastdarms wurde 
das Thier 4 Stunden lang mit CO vergiftet und dann verblutet. 
Aus 148 Blutes wurden erhalten: 0.3245 Zinksalz. 

Aus 82 cem. Harns, welchen das Thier wiihrend der 
Vergiftung entleerte, wurden dargestellt: 0,2850 ¢ Zinksalz. 


21. Versuch. 


23. November 1900. Ein 2195 g schwerer Hahn wurde 
nach der Unterbindung des Mastdarms 3 Stunden lang mit 
CO vergiftet. 

Aus 24% cem. Harns, den das Thier wiihrend der Ver- 
giftung entleerte, wurden erhalten: 0,1175 g Zinksalz. 


22. Versuch. 

29. November 1900. Ein 3622 g schwerer Hahn wurde 
nach der Unterbindung des Mastdarms 4!,2 Stunden lang mit 
CO vergiftet und dann durch Verblutung getédtet. Aus 139 g 
Blutes wurden erhalten: 0,2815 g Zinksalz. 

Aus 22 cem. Harns, den das Thier wiithrend der Ver- 
giftung geliefert hat, wurden gewonnen: 0,1652 g Zinksalz. 


a. Analyse des Zinksalzes aus dem Blute von den mit CO 
vergifteten Huhnern. 


Zur Analyse wurden die einzelnen dargestellten Zinksalz- 
portionen vereinigt und durch Umkrystallisation aus heissem 
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Wasser unter Zusatz von Alkohol gereinigt. Das reine Zink- 
salz zeigte die Charakteristischen Formen des Zinklactates, 

Zur Bestimmung des specifischen Drehungsvermégens des 
Zinksalzes diente uns ein Soleil-Ventzke scher Apparat, dessen 
Seala fiir Traubenzucker eingetheilt ist.) 

0.2249 9 wasserfreies Zinksalzes, in 14 com. Wasser 
gelost und in) 200 mm. langem Rohre beobachtet, zeigten 
eine Drehung von — 0,4 Scalentheilen. Daraus ergibt sich: 


OF == —— 
fiir fleischmilchs. Zink?) OF fiir unser Zinksalz : 
— 6.58—7,)9° — 6,5°. 


0.1956 ¢ Zinksalzes verloren bet 110° C. 0.0250 ¢ H,0. 
entsprechend 12,91°/o H,O. 

0.1686 wasserfreien Zinksalzes gaben 0,0492 
= 26,69 o Zn. 


0.2563 Substanz verloren ber 110° C. 0,032 g H,0, 
entsprechend 12,48  H,O. 
Q.2243 wasserfreie Substanz lieferten 0,07383 ZnO 


26,349 0 ZN. 


Zn) 


3 


serechnet CGefunden 
fiir Zn +- 2 H,O | Il Mittel 
HO 12,9 12.91% 12.48% 12,52 
Zn 26,70 o 26,69 26,34" 0 26,51 0. 


Die analytischen Daten und die optische Eigenschaft 
lassen es zwelfellos erscheinen, dass das Zinksalz, das aus 
dem Blute yon den mit CO  vergifteten Hiihnern dargestellt 
wurde, mit paramilchsaurem Zink identisch ist. 


1) Die specifische Drehung liisst sich daher leicht nach der folgen- 
den Formel berechnen: 


[a], = 4 526 Xa 
a die abgelesene Drehung. 
p == die Gewichtsmenge Substanz in 100 cem. Losung, 
| — die Liinge des Beobachtungsrohrs, 


52.6 = die specifische Drehung des Traubenzuckers. 
2) Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. XX, S. 374. 
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b. Analyse des Zinksalzes aus dem Harne!) von den mit CO 
vergifteten Huhnern. 


Die einzelnen dargestellten Zinkportionen wurden ver- 
einigt und nach der Umkrystallisation aus heissem Wasser 
zur Analyse verwendet. Das so gereinigte Zinksalz krystalli- 
sirte in farblosen, wohlausgebildeten Prismen, die zu Krystall- 
krusten vereinigt waren. 

0,1062 Substanz verloren bei C. H,O 
= 12,90°/o HO. 

00925 wasserfreien Salzes gaben 0.0809 ZnO 
26,82 %/o ZN. 

0.2517 @ Substanz verloren bei 110° C. 0.0295 @ an 
Gewicht, entsprechend 12,73°%o H,O. 

0.2022 wasserfreien Zinksalzes leferten 0.0674 ZnO 
= 26,75°/o Zn. 


Berechnet 
fir An BO | I] Mittel 
2 
H,O 12.9 12.9 12.73% 12.81% 
Zn 26.74%" 26.82°'0 26.78 


0.1605 Substanz, in 14 com. Wasser gelbst und in 
200 mm. langem Rohre beobachtet, bewirkten eine Drehung 


von —0O,3 Scalentheilen, entsprechend | ‘} = — 6,92°. 
‘D fiir fleischmilchs. Zink: ‘) fir unser Zinksalz : 
— 6,d8—7 — 6,92°. 


Aus den oben angefiihrten Analysen und der optischen 
Kigenschaft geht hervor, dass das aus dem Harne dargestellte 
Zinksalz reines Zinkparalactat ist. 

Der bequemeren Uebersicht halber sind die gewonnenen 
Resultate in folgende Tabelle eingetragen: 


1) Dass der Harn normaler Hiihner keine nachweisbare Menge 
von Milchsiure enthiilt. haben wir durch sorgfiltige Untersuchung 
festgestellt. 
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Tabelle 2. 


Ver- Die OQuantitit 


Die gefundene 
cuchs- des verwendeten| Menge des | Milchsiiure Die Dauner der 
num- Blutes | Zinklactates | Vergiftung 
mer in in | in 

0.0296 | O.0405 ® Stunden 

) 87 0.1269 | 0.1080 > 

76 01278 | 5 

7 63 0.0597 | 0.0701 | a 

y | a0) | 0.0612 | 0.0906 

10 | 30) 0.0550 | 0.1357 

34 0.1113 | 0.2424 714 

[2 63 0.0847 0.0989 

1-4 | 69 Q,0631 | 0,067 7 

1d | 0.0697 | 0.0770 

| 83 O.1447 | 0.1291 712 

| 46 0.0682 198 

x2 0136 | 01215 | 
89 | O14 | 0.2214 | 7 

22 139 0.2815 | 0.1500 


Aus den in die Tabellen 1 und 2 eingetragenen Zahlen 
lassen sich die folgenden Mittelwerthe berechnen: 


Der Gehalt des normalen 
Hihnerblutes an Milchsiure 


in 
0.0269 


Der Gehalt des Hiihnerblutes 
an Milchséure bei CO-Vergiftung 
in 
0.1227. 


Um die Menge der Milchsiiure, die im Harne von den 
mit CO vergifteten Hiihnern auftrat, anschaulicher zu machen, 
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-tellen wir die in den geschilderten einzelnen Versuchen er- 
haltenen Milchsiuremengen in folgender Tabelle zusammen : 
Tabelle 3. 


Die Quantitét Die gefundene Die Zink- Die Dauer 
Versuchs- actat 
des verwendeten Menge des 


umgerechinete der 
nummer Harns Zinklactates Milchsiiure 7 
Vergiftung 
in cem. in ¢g in ¢ 
22 0.3083 0.2283 | 7 Stunden 
15 10 | 00541 | 3% 
} 
35 0.3521 | 02608 | 
17 22 Q.1820 | | 
Is | O,0611 | O52 | 2'/2 
9 30 0.1733 | 01283 | 7 
32 | | 4 
?1 24 | O1175 | 3 
| 
22 | 22 | 01652 | 01223 | 
| 


Vergleicht man die erhaltenen Werthe fiir den Gehalt 
des normalen Hiihnerblutes an Milchsiiure mit den in die 
Tabelle 2. eingetragenen, so ergibt sich unzweideutig, dass 
hei der CO-Vergiftung die Milchsiiure im bBlute eine gewaltige 
Zunahme erfahren hat; dies ist auch die Ursache, dass die 
mit CO vergifteten Hiihner stets Milchsiéiure in ihrem Harne 
ausgeschieden haben. Dass die aus dem Harne und Blute 
dargestellte Milchséure mit Paramilchsiiure identisch ist, haben 
wir mit Sicherheit bewiesen, ein Befund, der mit Angaben 
von Araki vollig in Einklang steht. 

Ueber den Ursprung und die Entstehung der Milchsdure 
im Thierkérper gehen die Ansichten sehr auseinander. Haupt- 
sichlich auf die Versuchsergebnisse von Araki und Zillessen 
gestiitzt, iiusserte sich Hoppe-Seyler') folgendermassen : 

Es ist endlich héchst wahrscheinlich, dass diese Verhiltnisse 
fiir alle Organismen in gleicher Weise Geltung haben und 
Milchsiiurebildung bei Abwesenheit von freiem Sauerstol!, die 

1) Hoppe-Seyler, Separatabdurck aus der Festschr. d. Assist. 

f. Virchow, Berlin 1891. 
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Bildung von CO, und an ihrer Stelle bei Anwesenheit 
des Sauerstoffgases eine allen lebenden  Protoplasmen bei 
Gegenwart von Glycogen oder Glycose allgemein zugehbrende 
Kigenschaft darstellt, 

Minkowski!) fand, dass bei entleberten Giinsen die 
im Harne ausgeschiedene Menge Milchsiiure nach der Fiitterung 
mit eiweissreicherer Nahrung nicht unerheblich zunimmt, wiih- 
rend sie von der eingegebenen Kohlenhydratmenge ganz un- 
abhiingig ist: hieraus zog er den Schluss, dass der Ursprung 
Milchsiture nicht) in’ den Kohlenhydraten, sondern in 
Albuminaten zu suchen. Ist. 

In einer Arbeit, welche zur Widerlegung der Aeusserung 
Hoppe-Seyler's geschrieben worden ist, hat Minkowski 
den Nachweis erbracht, dass das Auftreten des milchsauren 
Ammoniaks nach der Leberexstirpation bei Vogeln eine spe- 
cilische Folge des Fehlens der Leberfunction ist, und an die 
Moelichkeit gedacht, dass es sich bei der Milechsiitureausschei- 
dung im Harne beim Sauerstoffmangel, die Hoppe-Seyler 
und seine Schiiler bet Siugethieren erkannt haben, «nicht 
direkt um ein Fehlen des Sauerstoffs fiir die Oxydation der 
Milchsiiure handelt, sondern um eine Folge dér durch den 
Sauerstoffmangel bedingten ErnihrungsstOrung der Leber. » 

Wenn wir auch weil davon entfernt sind, die Milch- 
situreausscheidung im Harne nach der Leberexstirpation aul 
den Sauerstoffmangel zu beziehen, mochten wir doch eine 
Bemerkung zur Anschauung Minkowski's machen, niimlich, 
dass es durchaus nicht bewiesen ist, dass die Ursache der 
Milchsiiurebildung beim Sauerstoffmangel in einer Erniihrungs- 
stOrung der Leber zu suchen ist. Es liegen iibrigens auch 
Beobachtungen vor, welche dafiir sprechen, dass die beim 
Sauerstoffmangel im Organismus entstandene Milchséure nicht 
mit der Ernithrungsst6rung der Leber im direkten nothwendigen 
Zusammenhang steht. So haben Neneki und Hahn?) be- 
Obachtet, dass bei Hunden mit Eck’scher Fistel ‘und unter- 


1; Minkowski. a. a. O. 
“) Nencki und Hahn, Archiv f. experiment. Pathol. u. Pharma- 
col., Bd. 32, S. 161. 
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bundener Leberarterie keine Spur von Milchsiiure in threm 
Harne auftrat. Aus Versuchen von Araki!) geht hervor, dass 
bei CO-Vergiftung Milchsiiure stets reichlicher Menge in 
den Harn tibergeht, wiihrend eine der wichtigsten Functionen 
der Leber, die Harnstoffsvnthese, durchaus nicht verhindert ist. 

Es liisst sich jedoch nicht leugnen, dass die totale 
Exstirpation der Leber viel complicirtere Storungen im Gange 
der allgemeinen Functionen des Organismus hervorrult, als 
die Anlegung der Eck schen Fistel und die Unterbindung der 
Leberarterie. Wenn aber diese complicirten StOrungen der 
Leberfunctionen die alleinige Ursache der Milchsiiureausschei- 
dung im Harne wiiren, so miisste man annehmen, dass der 
Sauerstoffmangel die Leberfunctionen in viel héherem Grade 
schidigt, als die Anlegung der Eck schen Fistel und die Unter- 
bindung der Leberarterie, was von vorne herein sehr unwahr- 
scheinlich ist. 

Auf Grund der erwithnten Thatsachen glauben wir an- 
nehmen zu diirfen, dass der Sauerstoffmangel und die 
volle Entfernuig der Leber zwei ganz verschiedene 
Momente sind, welche in gleicher Weise die abnorme 
Produktion der Milchsiure im Thierkérper verur- 
sachen. 

Gelegentlich der Untersuchungen tiber die Bedeutung 
der Leber fiir das Zustandekommen der experimentellen Gly- 
cosurie hat Thiel?) beobachtet, dass die meisten Eingriffe, 
durch welche bei Siiugethieren kiinstliche Glycosurien erzeugt 
werden kénnen, bei V6geln in der Regel versagten und nur 
in ganz vereinzelten Fiillen ein Auftreten sehr geringer Mengen 
von Zucker im Harne zur Folge hatten. Im Anschluss an 
diese Beobachtungen theilen wir mit, dass wir auch den Harn 
von den mit CO vergiiteten Hiihnern stets mit negativem 
Resultate auf den Zucker gepriift haben. 

Hingegen aus Versuchen von Araki*) ergab sich, dass 
das gesunde und gut erniihrte Huhn bei der CO-Vergiftung 

1) Araki, a. a. O. 

2) Thiel, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharmacol., Bd. 23, 5. 145. 

3) Araki, a. a. O. 
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in seinem Harne Zucker ausgeschieden hat. Dieselbe Be- 
obachtung hat Weintraud?!; auch bei Enten gemacht. Er hat 
gesunde Enten mit Leuchtgas vergiftet und dabei ge- 
funden, dass die eine 0,82 g Zucker im Harne der niichsten 
24% Stunden ausgeschieden hat, wiihrend die andere, die 6 mal 
asphyktisch gemacht worden war, nur Spuren von Zucker im 
Harne zeigte. 

Wir zweifeln nicht im Geringsten an der Richtigkeit der 
Angaben von Araki und Weintraud, halten es aber fiir 
sehr wahrscheinlich, dass bei Vogeln die Glycosurie nicht als 
ein constantes Symptom der CO-Vergiftung resp. des Sauer- 
stofimangels betrachtet werden kann, wie die Milchsiiureaus- 
scheidung. Ob die Milchsiiureausscheidung im Harne mil der 
Zuckerbildung im Organismus in keinem Zusammenhang steht, 
ob die Milchsiiure ihre Entstehung lediglich Eiweisskorpern zu 
verdanken hat, dariiber sich vorliiufig nichts Sicheres 


sagen. 


1) Weintraud, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharmacol., Bd. 37, 
540. 
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Ueber den Zucker im normalen Hiihnerblute. 
Von 
S. Saito und K. Katsuyama. 


Aus dem medicinisch-chemischen Institut der Kaiserl. Universitat Kyoto. 


(Der Redaction zugegangen am 23. Januar 1901. 


Durch die Untersuchungen von Seegen, Miura und 
Pickardt ist es bereits zweifellos gemacht, dass der im Blute 
des Hundes und Rindes vorhandene Zucker mit d-Glucose 
identisch ist. Dagegen liegen iiber die Natur des Zuckers im 
normalen Vogelblute bisher nur spirliche Angaben vor. 

Gelegentlich der Untersuchung tiber den Pankreasdiabetes 
der Vogel hat Weintraud?!) eine grosse Anzehl von Zucker- 
bestimmungen im normalen Entenblute ausgefiihrt. Er gibt an. 
in 11 Versuchen 0,132—O0.198°9 9 Zucker gefunden zu haben. 
Da er aber nichts Weiteres in seiner Abhandlung angab, als: 

Die Bestimmungen wurden nach der Abel schen Methode 
nach Beseitigung des Etweisses mittelst: alkoholischer Zink- 
acetatlosung gemacht, meist an 30—40 @ Blut, das in den 
spiiteren Versuchen immer erst) nach vorausgegangenem 
24stiindigen Hungern den Thieren enthommen wurde, so. ist 
es nicht modglich, ein Urtheil dariiber zu gewinnen, ob er wirk- 
lich d-Glucose analysirt hat. 

Kausch?) versuchte den Zuckergehalt des Blutes normaler 
Enten und Giinse festzustellen und sah, dass derselbe bei ver- 
schiedener Diaét zwischen 0,12—O,18° 0 schwankt. Ueber die 
Natur seines Zuckers hat Kausch Folgendes angegeben: 
«Mit dem enteiweissten Blut normaler Vogel wurde Ofters die 
«Osazonprobe angestellt, die stets einen ziemlichen Nieder- 

schlag von Krystallen ergab, welche unter dem Mikroskoy 


1; Weintraud, Archiv f. exper. Pathol. u. Pharmacol.. Bd. XXXIV, 
S. 309. 
2) Archiv f. exper. Pathol. u. Pharmacol.. Bd. XXXVIL. 3. 283 
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-das Aussehen von Glycosazon hatten. Schmelzpunkt- 
-bestimmungen wurden bisher Mangels geniigender 
Menge noch nicht ausgeftihrt. Im Saccharimeter wurde 
bald Drehung O, bald Spur Rechtsdrehung gefunden, 
-doch fiel letztere noch in die Fehlergrenzen des 
benutzten Apparates. Auch die Giihrfihigkeit durch 
-Saccharomyces apiculatus wurde mehrfach nachgewiesen. » 
Diese Beobachtungen sprechen nur fiir die Gegenwart 
von einem giihrfiihigen Zucker im normalen Vogelblute: welcher 
Art dieser Zucker sein soll, dariiber ist leider keine vollige 
Klarheit vorhanden. Um diese Liicke auszufiillen, haben wir 
die nachstehenden Versuche angestellt. 
Das Blut wurde stets aus den Halsgefiissen von den mit 
Reis getiitterten Hiihnern entnommen und durch das Ver- 
fahren von Abeles!) enteiweisst. Wir haben den Zucker 
im eiweissfreien Filtrat erstens durch Reduction einer auf 
Traubenzucker titrirten’ Fehling’ schen  Kupferl6sung und 
zweitens mittelst eines fiir die Bestimmung von Traubenzucker 
construirten Polarisationsapparaics von Soleil-Ventzke be- 
stimmt. Wir haben ferner Osazon dargestellt und dessen 
Schmelzpunkt bestimmt. Um uns volle Gewissheit zu verschaffen, 
haben wir endlich die Gihbrfiihigkeit durch Bierhefe untersucht. 


1. Versuch. 
In 155 g Blut wurden gefunden: 
Mit dem Polarisationsapparate . . 0.250% Zucker. 
Durch die Reduction der Fehling’schen Lésung . . 0,250 » > 
Das in bekannter Weise dargestellte Osazon krystallisirte 


in gelben Nadeln und schmolz bei 204° C. 


2. Versuch. 
In 102 ¢ Blut wurden gefunden: 
Mit dem Polarisationsapparate ..... 0,200» Zucker. 
Durch die Reduction der Fehling’schen Lésung . . 0.208 » > 
Das Osazon besass alle Charaktere des Glucosazons und 
schmolz bei 204° C. 


1) Abeles, Zeitschrift f. physiolog. Chemie, Bd. XV, 435. 
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3. Versuch. 


In 28 g Blut wurden gefunden: 
Mit dem Polarisationsapparate ......... O,200°%o Zucker. 
Durch die Reduction der Fehling’schen Lésung . . 0,220 > > 


Die Portion, welche zur Untersuchung mit dem Sacchari- 
meter verwendet wurde, wurde hier ebenso, wie bei den Ver- 
suchen 4—8 gleich zur Titrirung benutzt. 


4. Versuch. 


In 28 g Blut wurden gefunden: 
Mit dem Polarisationsapparate ..........- . 0.200%. Zucker. 
Durch die Reduction der Fehling’schen Lésung . . 0.208 > > 


5. Versuch. 
In 29 g Blut wurden gefunden: 


Mit dem Polarisationsapparate . ......... 0,200°%o Zucker. 
Durch die Reduction der Fehling’schen Lésung . . 0,192 » > 


6. Versuch. 


In 25 g Blut wurden gefunden 
Mit dem Polarisationsapparate ......... O200°%%o Zucker. 
Durch die Reduction der Fehling schen — ~ » OARS > > 


7. Versuch. 


In 35 g Blut wurden gefunden: 
Mit dem Polarisationsapparate . .......... 0200". Zucker. 
Durch die Reduction der Fehling’schen Lisung . . 0,200 » > 


8. Versuch. 


In 33 ¢ Blut wurden gefunden: 
Durch die Reduction der Fehling’schen 0,208 >» > 


9. Versuch. 


193 g Blut wurden nach der Enteiweissung auf kleines 
Volumen verdunstet, mit Essigséure schwach angesiiuert und 
dann zur Gihrungsprobe verwendet. 

Das bei der Gahrung entwickelte Gas wurde durch eine 
Kalikugel vollstiindig absorbirt. Die vergohrene Fliissigkeit wurde 
in einem Kolben der Destillation unterworfen; das Destillat gab 


Jodoformreaction und mit H,SO,-+ K,CrO, Aldehydreaction. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXII. 16 
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Somit ist mit Sicherheit erwiesen, dass der 
Zucker durch bierhefe in Kohlenséure und Alkoho| 
zerlegt wurde. 

Die gewonnenen Resultate stellen wir iibersichtlich jn 
folgender Tabelle zusammen: 


Tabelle. 
Die getundenen Mengen de: 
Ver. | Die Quantitit Die gefundenen des 
des Zuckers in Procent. 
suchs- | verwendeten Mit. Bemerkungen. 
; Blutes Mit dem Durch die 
Nr. Polarisations- 
in g apparate Titrirung 
155 ().250 ().250 Das Osazon schmilzt bei 
204° C. 
» 102 0.200 0.208 Das Osazon schmilzt bei 
204° C. 
28 ),200 ().220 
| 
28 0.200 0),208 
29 (), 200 0,192 
25 0,200) 0,188 
7 Bd (),200 (),200 
0,200 0.208 
Durch Gahrung wird der 
Zucker in GO. und 
hol zerlegt, 


Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, decken sich die 
Mengen des durch die Titrirung, wie des durch die polari- 
metrische Bestimmung gefundenen Zuckers nahezu vollstiindig: 
die Phenylhydrazin- und Gahrungsprobe zeigen auch iiberein- 
stimmend, dass der Zucker mit d-Glucose identisch ist. 
Es liisst sich nicht mehr verkennen, dass das normale 
Hiihnerblut d-Glucose als einen constanten Bestand- 
theil enthalt. Die in die Tabelle eingetragenen Ziffern 
machen ferner zweitellos, dass bei Hiihnern der Gehalt 
des Blutes an Zucker viel héher ist, als bei’ Hunden 
und Kaninchen. 

Kyoto, den 14. December 1900. 
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Ueber den Einfluss einiger harntreibender Mittel auf die 
Ausscheidung von Alkalien im Harne. 


Il. Mittheilung, 
Von 


K. Katsuyama. 


‘Aus dem medicinisch-chemischen Institut der Kaiser]. Universitat zu Kyoto.) 


(Der Redaction zugegangen am 23. Januar 1901.) 


Die nachfolgende Arbeit, welche im Anschluss an meine 
erste Mittheitlung!) «Ueber den Einfluss des Theins auf die 
Ausscheidung von Alkalien im Harne» ausgefiihrt wurde, 
befasst sich mit einer Untersuchung iiber die Einwirkung von 
Harnstoff und Diuretin. Ich verweise, was die Versuchs- 
anordnung und die Methoden zur Bestimmung der Alkalien 
anbetrifft, auf die erste Mittheilung und erwahne hier nur, 
dass die Chlorbestimmungen genau nach der Vorschrift) von 
Volhard ausgefiihrt wurden. 


I. Versuche mit Harnstoff. 


1. Versuch. 

EKinem kriftigen Kaninchen von 2677 g Korpergewicht 
wurde vom 15. Juni 1898 2 Uhr Nachmittags ab die Nahrung 
entzogen. Am 18. Juli erhielt das Thier 2,6575 g Harnstoff 
in 10 cem. Wasser geldst in den Magen eingespritat. Die 
folgende Tabelle weist die erhaltenen Resultate auf. 

1) Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXVIII, 5. 587. 
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Tabelle 1. 


gewicht menge | Reaction Ikalie 
= Gewicht g merkungen 
g com, | | berech- 
| net g 
| | | | | 
2572 80 alkalisch 1,021 0.6598 0,096 0.3892, 0,0184 
2. | 2440 46 » 1,027 0,6800, 0 0724 0 0.0751 


sauer 1,027 0.0809 0,2337 | 0,0858 
1,026 0, 7118 0 2428 0, 2853 0,1375, Harnstoftag 
1,035 0, 04171 0.2264 0,0637 


3. 2362 40 
4. | 2256 | 83 » 
Fy. | 2215 | 38 > 


2. Versuch.?!) 

Vom 20. Juni 1898 2 Uhr 25 Min. Nachm. ab wurde 
ein Kaninchen von 1950 g Kérpergewicht auf absolute Carenz 
gesetzt. Am 23. Juni 2 Uhr 55 Min. Nachm. wurden 2,6497 g 
Harnstoff in 10 ccm. Wasser gel6st dem Thiere in den Magen 
injicirt. Ich fasse die gewonnenen Resultate tibersichtlich in 
der folgende Tabelle zusammen. 

Tabelle 2. 


Harn- Spec. | Chlor | K,0 | Na,O | Be- 
= g | cem, | _berech- | 
= | net g | | 

0 | | 
1.| 1852 | 46 | sauer | 1,034 0.5148 0,0852 0.2625 0,0521 

! i | j 
2.) 1785 | 38 | | 1.037 0.6551, 0,0512 0.2485 01385 
1722 | 37,5! 1,040 0. 5961 Spur | 0,2882 0,0737 

1642 60 | L038, 0.608, 0.2806 0.0290 0.3169. Harnstoftag 

1569 | 300 | | — 19, 4025, 0,0674) 0,1831 0,0599 


3. Versuch. 

Kin kriiftiges Kaninchen von 2936 g Korpergewicht wurde 
vom 19, Juni 1900 10 Uhr 10 Min. Vorm. ab der absoluten Carenz 
unterworfen. Am 22. Juni 10 Uhr 30 Min. Vorm. wurden 3 g 
Harnstoff in 10 cem. Wasser gelist dem Thiere in den Magen 
C ingespritzt. Die folgende Tabelle zeigt die erhaltenen Resultate. 


1 Die oben mitgetheilten 2 Versuche habe ich in Gemeinschaft 
mit den Herren Kuwahara und Seno ausgefiihrt und bereits in der 
Zeitschrift der medicinischen Gesellschaft zu Tokyo publicirt. 
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Tabelle 3. 


| | \Alkalien) =| (| 
Harn- | als | 

| Ko pe Spec. | | Chior | Be- 

| gewicht) menge | Reaction 

| FAC 4 ark ve 
net g | 


| 


1. | 2795 | 67 sauer | 1,024 | 0.6771) Spur | 03943) 0.0278 


2663) 59 > 1,026 0.2665) 0.0328 
2575 | 42 1,033) 0.4497] | 0.2605) 0,0199 
64 > 1,027 0.4927 0,1710 0.2356, 0.0631 Harnstoffiag 


Iw 
> 
| 


20) > 1,044 0.1773, 0,0496) 01098! 

Wie aus den geschilderten Versuchsergebnissen  ersicht- 
lich ist, lasst sich stets am Harnstofltage eine Zunahme des 
Chlors und der Alkalien, besonders des Natrons, im Harne 
erkennen. Demnach darf man wohl annehmen, dass der 
Harnstoff einen éhnlichen Einfluss auf die Ausscheidung des 
Harnchlors und der Harnalkalien austibt, wie das Thein 
(wenigstens bei Hungerkaninchen). 


II. Versuche mit Diuretin. 


4. Versuch. 


Vom 16. Juni 1900 11 Uhr 30 Min. Vorm. ab wurde 
einem 2736 g schweren Kaninchen die Nahrung entzogen. 
Am 19. Juni 11 Uhr 55 Min. Vorm. wurden 2 g Diuretin in 
10 ccm. Wasser geldst dem Thiere in den Magen eingespritzt. 
Die Resultate sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle 4. 


gewicht menge | Reaction alkalion | 
g ecm. | berech- | | & 
| net g | 

2588 | 80 | neutral | 1,020/ 0.5775 Spur | 0.3437! 0,0172 
2492 | 50 | sauer | 1,028 0.5955» 0.3885, 0.0311 
3.| 2387 | 47 | > 1,033 10,5994 > 0.3180 0,0588 
4.| 2212 151 alkalisch| 1,018 1.9844 0.8437 0.6994 0.4639. Divretintag 
5.| 2199] 37 | sauer 1,034) 0.3811 0.0165 0,213 0,0925 
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5. Versuch. 

Vom 22. Juni 1900 1 Uhr 50 Min. Nachm. ab wurde 
ein kriiftiges Kaninchen von 2877 g Korpergewicht auf die 
absolute Carenz gesetzt. Am 25. Juni 2 Uhr 10 Min. Nachm., 
wurden 2 g Diuretin in 10 com, Wasser gelést dem Thiere 
in den Magen eingespritzt. Das Weitere zeigt die Tabelle. 


Tabelle 5. 


= K rper Harn- | Spee. | Chior | | Be- 
| g | g | g merkungen 
| net g | 
2762 sauer 1,029 0,4911) Spur 0.2484 0.0516 
2.| 2678 40 | » | 1,083 04418 0.2654 0.0111 
3.| 2590 | 41,5 | > 1.085 0.4766 — 0,2411 0.0501 


4. 2430 99 alkalisch 1,026. 1,7737 0.8978 0.5057 0.5151 Diaretintag 
2332 , 42 | sauer | 1.035 0.3255 0,0110 0.1574 0.0414 


6. Versuch. 


Vom 12. Juli 1900 2 Uhr 10 Min. Vorm. ab wurde ein 
Kaninchen von 2732 g Korpergewicht auf die absolute Carenz 
gesetzt. Am 15. Juli 10 Uhr 40 Min. Vorm. erhielt das Thier 
2 g Diuretin in 10 cem. Wasser geldst, in den Magen injicirt. 
Die erhaltenen Versuchsergebnisse trage ich folgende 
Tabelle ein. 


Tabelle 6. 


| Spec. | Chior | Chlor | | 
E Gewicht | g | merkungen 
net g | 
1. 2583 alkalisch| 1,014 0.4088 Spur 0.2375 0.0140 
2. 2490 43 sauer 1.027 0.3902 0,0470 
3. 2420 39 > 1,030. 0.3839) 0.2296 0,0104 
4. 2283 alkalisch 1.030 0.6007 0.1578 0.2469 Diuretintag 
2212) 38 sauer | 1,033 0.3727) — | 0.2165! 0.0155 


4 

GHA 

| 

4 

fe 

| 

= 


7. Versuch. 

Vom 23. Juli 1900 10 Uhr 15 Min. Vorm. ab wurde 
ein Kaninchen von 2631 g Kérpergewicht der absoluten Carenz 
unterworfen. Am 26. Juli 10 Uhr 45 Min. Vorm. wurden 2 ¢g 
Diuretin in 10 ccm. Wasser gelost dem Thiere in den Magen 
injicirt. Die am Thiere gewonnenen Resultate habe ich iiber- 
<ichtlich in folgender Tabelle zusammengefasst. 


Tabelle 7. 


-| Harn- | als 

| | Spee. | Chior. | Ghlor | | NagQ Be- 

gewicht menge | Reaction lkalien| 

‘Gewicht | g g g merkungen 
= g ce | 

oe | | net g | 


| | | 
|. 2510) sauer 1.030 0.6392 0.0607, 0.3996) 0.0030 


2 2496 | 36) > 1.037 0.5588 Spur 0.3119) 0.0340 
3. 2364) 34 > 1,039 04314 — 0,2231) 0.0415 


| | 
4. 2182 182 alkalisch) 1,019 2.3746 1,3596 0.8679, 0.5291 Diuretintag 
5, 2023 57 saner | 1,027 0,6407 0.0110 0.4052. 0,0016 


Die in den Tabellen zusammengefassten Versuchsresultate 
lehren, dass die Zunahme der Harnsecretion stets eine Ab- 
nahme der sauren Harnreaction bis zum Uebergang in eine 
alkalische zur Folge hat, ein Befund, der mit Angaben von 
Riidel!) vollig tibereinstimmt. Auch aus den angefiihrten 
Versuchsreihen ergibt sich die Thatsache, dass das Diuretin 
die Steigerung der Chlor- und Alkaliausscheidung im Harne 
von Hungerkaninchen bewirkt. 

Bunge?) hat den Nachweis erbracht, dass die Zufiihrung 
von phosphorsaurem oder citronensaurem Kali in dem Or- 
ganismus eine erhebliche Steigerung der Chlorausscheidung 
im Harne zur Folge hat. Dass aber ausser durch Zufiihrung 
von Kalisalzen auch durch die harntreibenden Mittel dem 
Organismus Chlornatrium entzogen werden kann, habe ich 
bereits auf experimentellem Wege bewiesen. Es ist) auch 
nicht zweifelhaft, dass die Kaliausscheidung im Harne nach 


1) Riidel, Archiv f. exper. Pathol. u. Pharmakol., Bd. 30, S. 41. 
Bunge, Lehrb. d. physiol. Chemie, Leipzig 1898, S. 101. 
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Kingabe von diuretischen Mitteln manchmal eine nicht un- 
erhebliche Zunahme erfihrt. Man darf wohl daraus schliessen, 
dass die Wirkungen, die zur Steigerung der Ausscheidung des 
Harnchlors und der Harnalkalien fiihren, allen Diureticis ge- 
meinsam sind. Inwieweit das Alkalischwerden sauren 
Harnes, das sich oft beim Eintritt einer reichlichen Diurese 
beobachten liisst, mit gesteigerter Alkaliausscheidung in Zu- 
sammenhang steht, muss durch weitere Untersuchungen ent- 
schieden werden. 


Kyoto, den 29. October 1900. 
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Die Constitution des Thymins.') 
Von 


H. Steudel. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Marburg. 


(Der Redaction zugegangen am 25. Januar 1901.) 


In meiner vorigen Mittheilung?) hatte ich angegeben, dass 
man durch Nitrirung des Thymins und nachfolgende Reduction 
zu einem Korper gelangen kann, der die Weidel’sche Reaction 
mit Chlorwasser und Ammoniak gibt und damit also sich als 
ein Pyrimidinderivat erweist. Man erhilt diesen Koérper auf 
folgende Weise: 

Kine Mischung von 20 ccm. concentrirter H,SO, und 
30 ccm. rauchender Salpetersdure wird auf etwa 70° erwiirmt 
und dann auf einmal 10 g Thymin hinzugefiigt. Man fiihrt 
dann vorsichtig mit dem Erwiirmen fort, bis die lebhafte Gas- 
entwicklung aufgehort hat, lasst erkalten und verdiinnt mit 
150 com. H,O. Ein Theil des Reactionsproduktes krystallisirt 
schon jetzt beim Stehen aus, eine weitere Menge gewinnt 
man, wenn man die saure Reaction der Fliissigkeit mit NaOH 
abstumpft. Der gewonunene Korper ist in kaltem H,O sehr 
schwer loslich, etwas leichter in heissem Wasser, leicht in 
Ammoniak und lisst sich hieraus bequem umkrystallisiren. Er 
enthalt kein Krystallwasser. Als Resultate der Analysen habe 
ich erhalten: 

0.1370 gaben 0.1548 CO, und 0,0336 H,0. 
O1388 » 00,1552 CO, » 0,0362 H,0. 
0.1332 ¢ » v = 41.2 ccm. N bei t = 16 und p 75,6 (Dumas. 


01332 g » v= 41,8cem.N » t=17 » p 7,1 
Gefunden : Berechnet fiir C,H,N,O, 
(: 30,82 380,51 30,74 
H: 2,7 2,9 2.6 
N: 36,13 36,06 35,99. 


1) Vorliufig mitgetheilt in den Sitzungsberichten der Gesellschaft 
zur Beforderung der gesammten Naturwissenschaften in Marburg. Sitzung 
vom 23. Januar 1901. Chem. Centralblatt 1901, I. 442 

2) Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 539. 
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Der Kérper, den ich unpriijudicierlich « Nitrothymin> 
nenne, wurde nicht weiter untersucht, sondern gleich der Re- 
duction mit Zinn und Salzsiiure unterworfen. 

In 15 com. 25° oiger HCl wurde allmiihlich Nitro- 
thymin eingetragen und dann unter Kiihlung 2 g Zinn hinzu- 
vefiigt. Nach 2¢stiindigem Stehen wurde das Zinn durch H,S 
und die Salzsiiure durch mehrfaches Abdampfen auf dem 
Wasserbade bis zur Trockne entfernt, dann der Riickstand 
mit wenig Wasser aufgenommen. Durch Ammoniak liess sich 
nun eine in feinen Nadeln krystallisirende base féllen, die in 
Wasser leicht loslich war und mit Chlorwasser und Ammoniak 
die Alloxanreaction sehr intensiver Weise gab. Zu einer 
zuverliissigen Analyse reichte die erhaltene Menge nicht aus: 
der Hauptzweek der Untersuchung war aber damit  erreicht. 
stand nunmehr fest, dass das Thymin sicher den yon 
Kossel!) vermutheten Pyrimidinkern besass, und ich konnte 
mich weiter zur Feststellung der Gruppirung der iibrigen Atome 
im Molekiil wenden. 

Es war analog der Spaltung des Alloxans in Harnstoff 
und Kohlensiiure durch Oxydation zu erwarten, dass man auch 
beim Thymin das eine bruchstiick des Pyrimidinringes in 
Form yon Harnstoff oder eines substituirten Harnstoffs durch 
Oxvdation erhalten wiirde. Diese Vermuthung hat sich nun 
experimentell bestiitigen lassen, man erhilt in der That durch 
Qxydation des Thymins reinen Harnstoff. Als Oxydations- 
mittel wihlte ich das Baryumpermanganat, da es den grossen 
Vorzug hat, dass man leicht siimmtliche Bestandtheile des- 
selben aus der Reactionsfliissigkeit wieder herausschaffen kann. 

2 g Thymin wurden in 100 ccm. heissem Wasser gelést 
und allméhlich eine Loésung von 6 g Baryumpermanganat in 
150 com. Wasser (auf 1 Molekiil Thymin 3 Atome O berech- 
net) hinzugefiigt. Nach zweistiindigem Stehen hatte sich die 
Iliissigkeit entfiirbt, sie reagirte jetzt neutral und wurde nach 
Kntfernung des Manganoxydes bei gelinder Wirme eingeengt, 
von sich ausscheidendem oxalsauren und kohlensauren Baryt 


1) Ber. d. d. chem. Ges.. Bd. XXVIII. S. 2218. 
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cetrennt und wiederholt mit Alkohol extrahirt. Aus der ver- 
dunsteten alkoholischen L6sung schieden sich nun Krystalle 
ab, die, in H,O leicht léslich, mit Oxalsiiure und Salpetersiiure 
die bekannten schwerléslichen krystallinischen Niederschlage 
vaben, im trockenen Reagensglase erhitzt, unter Gasent- 
wickelung schmolzen, ein krystallinisches Sublimat und eine 
beim Erkalten porzellanahnlich erstarrende Schmelze lieferten. 
Diese gab, im Wasser gelést. mit Natronlauge und Kupfersulfat 
prachtvolle Biuretreaction. Der Schmelzpunkt der Krystalle 
lag bei 130° (uneorrigirt), reiner Harnstoff schmilzt bei 152°). 

Durch diese Untersuchung ist also bewiesen, dass auf 
der einen Seite des Pyrimidinringes sich die Klemente des 
Harnstolfs befinden, gleichzeitig ist aber, wenn man die Resul- 
tate friiherer von Kossel und mir gefundener Beobachtungen 
zu Hilfe nimmt, auch der Aufbau der anderen Hilfte des 
Pyrimidinkernes aufgeklirt. Folgende Ueberlegungen werden 
dies leicht zeigen: 

Durch Chlorirung des Thymins gelangt man zu dem 
Dichlorthymin,?) C3H,N,Cl,, in dem 2 Hydroxylgruppen durch 
Chlor ersetzt sind: es muss also im Thymin je ein Sauer- 
stoffatom einem Wasserstoffatom benachbart sein. Man kann 
nun dem noch zu vertheilenden Sauerstoffatom sowohl den 
Platz 4 wie 6 des Pyrimidinkernes anweisen, das ist ftir die 
folgenden Betrachtungen  gleichgiiltig, da die entstehenden 
Korper identisch sein wiirden. Ich nehme also bei 6 eine 
Sauerstoffbindung an auf Grund der Chlorirungsergebnisse 
und behalte zur Vertheilung der noch iibrig bleibenden Methyl- 
gruppe sowie des einen Wasserstoffatoms nur noch die beiden 
Plitze 4 und 5 tibrig. Bei 4 kann nun aber die Methyl- 
gruppe im Thymin sicher nicht stehen, da das 4 Methyl 2,6 
dioxypyrimidin bekanntlich das von Behrend®) dargestellte 
Methyluracil ist. Als einzige Moglichkeit fiir die Stellung der 
Methylgruppe bleibt also nur der Platz 5 tibrig: als 5 Methyl- 
2.6 dioxypyrimidin reiht sich somit das Thymin den Ureiden, 


1) Reissert, Ber. d. d. chem. Ges., Bd. XXIII, 8. 2244. 
~) Diese Zeitschrift, Bd. XXIX, S. 303. 
3) Liebig’s Annalen, Bd. 229, S. 8. 
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der Harnsiéure und den Purinkérpern an. Die Constitutions- 
formel des Thymins ist also: 

HN—-CO 

OC C—CH, 

HN 

Im vorigen Sommer hat Ascoli!) ferner im hiesigen La- 
boratorium aus Hefenucleinsiiure einen Koérper von der Zu- 
sammensetzung C,H,N,O, erhalten, der die Alloxanreaction 
gibt und sich vom Thymin nur durch das Fehlen der Methy!l- 
gruppe unterscheidet; man wird keinen Fehlschluss thun, wenn 
man diesem Korper die Constitution eines 2,6 Dioxypyrimidins, 
des hypothetischen Uracil Behrend’s,%) zuschreibt, dessen 
Formel ist: 

HN—CO 
HN CH. 

Da durch vorstehende Untersuchungen das Thymin jetzt 
in nahe Beziehung zu den Purinkorpern geriickt ist, so wird die 
Erforschung des Verhaltens der Pyrimidinderivate im Organismus 
von grosser Bedeutung sein. Die Versuche hieriiber sind aber 
noch nicht abgeschlossen, ich habe bis jetzt nur constatiren 
kOnnen, dass an einen Hund verfiittertes Methyluracil unverandert 
im Harn wiedererscheint, Thymin dagegen als Harnstoff auftritt. 

Weitere Fiitterungsversuche mit anderen Pyrimidinderi- 
vaten und Ureiden behalte ich mir vor und ich werde tiber 
die gewonnenen Resultate und die sich daraus ergebenden 
Folgerungen demniichst berichten. 

Die Untersuchungen wurden mit Untersttitzung der Grafin 
Bose-Stiftung ausgefiihrt. 

1) Diese Zeitschrift. Bd. XXXII, S. 161. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. XXX, 8. 541. 

8) Liebig’s Annalen. Bd, 229, S. 11. 
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Ueber die Paranucleinsdure aus Casein. |. 
Von 


E. Salkowski. 


‘Aus dem chem. Laboratorium des pathol. Instituts zu Berlin.) 


(Der Redaction zugegangen am t. Februar 1901.) 


Nach Analogie mit dem Nuclein hat man vielfach  still- 
schweigend angenommen, dass das Paranuclein oder Pseudo- 
nuclein des Caseins eine Verbindung von Eiweiss mit einer 
Paranucleinsiure sel, indessen ist es bisher nicht gelungen, 
diese hypothetische Paranucleinsaure darzustellen, wenn auch 
die Reactionen, welche A. Wildenow!) mit einem aus dem 
‘aranuclein dargestellten Niederschlag erhalten hat, und die 
ich in Gemeinschaft mit M. Hahn?) wenigstens zum Theil 
bestiitigen konnte, auf die Existenz einer Paranucleinsiure 
hinzudeuten scheinen. 

Nach Analogie mit dem Nuclein wiirde naturgemiiss der 
Versuch, die Paranucleinsiiure darzustellen, von dem Para- 
nuclein auszugehen haben, und zwar hatte man — wiederum 
nach Analogie mit dem Nuclein — das Paranuclein mit Alkalien 
zu behandeln. Dieser Versuch ist von vornherein fast aussichtslos, 
weil sich aus dem Paranuclein beim Behandeln mit Alkalien 
iiusserst leicht Orthophosphorsiiure abspaltet. Wie M. Hahn 
und ich (l. ¢. S. 47) nachgewiesen haben, geschieht dieses 
schon bei einstiindigem Erhitzen einer LOsung von Paranuclein 
in 2°/oiger Natronlauge im Wasserbad, ja, die phosphorhaltigen 
Verdauungslésungen aus Casein werden, wie ich schon im 


1) Zur Kenntniss der peptischen Verdauung des Caseins. Inaug.- 


lissert. Bern 1893. 
2) Pfliiger’s Archiv, Bd. 59, S. 225. 1. ¢. S, 247. 
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Centralbl. f. d. med. Wissensch., 1893, Nr. 23, mittheilte, 
selbst beim Kochen mit Baryumecarbonat, dem man doch ge- 
Wiss nur eine sehr schwache Alkaliwirkung zuschreiben kann. 
ihres Phosphorgehalts beraubt. Dieser Weg ist also ungangbar. 

Dagegen schien sich ein anderer Weg nach meinen Be- 
obachtungen tiber die Verdauung des Caseins der Kuhmilc 
durch Pepsinsalzsiiure zu er6ffnen. Wihrend die alte Lehre 
liber die Einwirkung der Pepsinsalzsiiture auf Casein dahin 
ging, dass dasselbe hierbei in einen unlodslichen  phosphor- 
haltigen Antheil, das Paranuclein, und in phosphorfreie Albumose 
vespalten wird oder mit anderen Worten, dass der gesammte 
Phosphor des Caseins in dem unldslich ausgeschiedenen Para- 
nuclein enthalten sei, konnte ich zeigen, dass bei der Ver- 
dauung regelmiissig der bei Weitem grosste Theil des Phosphors 
in Losung geht, nur ein kleiner Theil im ungelésten Riickstand 
enthalten ist, ja, dass sich unter besonders gtinstigen Um- 
stiinden das Casein vollig mit seinem ganzen Phosphorgehalt 
lOst, ohne dass dabet Orthophosphorsiiure abgespalten wird.') 
Die Vermuthang, dass diese VerdauungslOsungen Paranuclein- 
siiture enthalten mochten, lag nahe. 

Man konnte nun zunidchst daran denken, durch schwache 
Pepsinverdauung Paranuclein darzustellen und dieses dann 
einer energischen Verdauung zu unterwerfen, um so von vorn- 
herein stark phosphorhaltige Losungen zu erhalten, in welchen 
dann die Paranucleinsiiure zu suchen war, indessen_ stellen 
einerseits die physikalischen Eigenschaften des Paranucleins 
einer Darstellung im grésseren Maassstab erhebliche Schwierig- 
keiten entgegen, andererseits ist dasselbe, einmal dargestell 
und gereinigt, sehr schwer verdaulich. Ich habe es deshall) 
vorgezogen, von der Verdauungsldsung des Caseins  selbs! 
auszugehen, obwohl die Aussichten fiir die Darstellung der 
Siiure wegen der grosseren Quantitét der begleitenden Albumosen 
offenbar ungiinstiger waren. 

Ks wurden Versuche mit verschiedenen Metallsalzen ge- 


1) Centralbl. f. d. med. Wissensch. 1893, Nr. 23 und 28, sowie div 
oben citirte Arbeit von M. Hahn und mir, ferner Pfliiger’s Archiv, 
Bd. 63. 5. 405. 
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macht, in der Hoffnung, dass sich eines finden werde, welches 
die Paranucleinsdure ausfiillt. Als Resultat dieser Versuche 
ergab sich, dass diese Eigenschaft unter bestimmten Bedin- 
gungen den Ferrisalzen zukommt. Eine aus dem Casein durch 
2—3 tiigige Verdauung erhaltene genau neutrale LOsung bleibt 
bei Zusatz einer nicht zu concentrirten Lo6sung von Eisen- 
ammonalaun unverindert oder zeigt nur eine geringe Triibung. 
Erhitzt man dann aber zum Sieden oder einige Zeit auf dem 
Wasserbad, so scheidet sich ein phosphorhaltiger Kisennieder- 
schlag aus. Die Aehnlichkeit mit der Phosphorfleischsiiure 
von Siegfried liegt dabei auf der Hand. Auch andere Ferri- 
salze verhalten sich aéhnlich, z. B. Eisenchlorid, aber nicht alle : 
so erhilt man z. B. bei Anwendung von Ferrum oxydat. 
saccharat. der Pharmac. German. Ill keinen Niederschlag. Der 
Niederschlag hat nur bei einem gewissen, nicht zu geringen 
Kisenzusatz filtrirbare Form, bei einem zu geringen Zusatz 
entsteht nur eine stark tribe Fliissigkeit, deren Filtration bald 
ginzlich stockt. 

Ks ergab sich nun also die Aufgabe, die passenden 
Mengenverhiiltnisse zwischen CaseinverdauungslOsung und Ferri- 
ammonsulfat zu ermitteln, und zwar ging mein Bestreben 
dahin, siimmtlichen organischen Phosphor auszufillen und den 
Niederschlag in einer gut filtrirbaren Form zu erhalten. Dieses 
ist nach meinen Versuchen mit Bestimmtheit zu erreichen, 
wenn man auf die neutralisirte Verdauungsl6sung!) aus 30 g 
lufttrocknem Casein, deren Volumen mindestens 1 Liter?) 
betragen muss, 260 ccm. einer 5° vigen Lésung von Ferri- 
ammonsulfat verwendet (10 g des Salzes von der Forme! 
(SO,).FeNH, + 12 H,O). Das Filtrat ist alsdann stets so gut 
wie P-frei, dagegen enthilt es Eisen, dessen Quantitaét nicht 
genauer bestimmt ist. Zum Belege dienen folgende Zahlen: 

1. Filtrat und Waschwasser eines derartigen Niederschlages 
= 2000 cem. — 100 cem. in der Platinschale auf ein geringes Volumen 


eingedampft, dann mit 25 g Salpetermischung geschmolzen etc... Phosphor 


1) Betreffs der Herstellung derselben siehe weiter unten. 
2) Ist das Volumen geringer, so besteht die Gefahr, dass Albumosen 
mitgefillt werden, etwas gréssere Verdiinnung schadet nichts. 
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nach der Molybdainmethode bestimmt. Es wurde erhalten 0,0015 Mg,P,0., 
also fiir die ganze Quantitat 0,030 Mg,P,0, = 0,0084 P. 


Die N-Bestimmung nach Kjeldahl — an 80 cem. ausgefiihrt — 
ergab fiir das ganze Filtrat 2,494 gN. Von dieser Zahl ist der N-Gehalt 
des angewendeten Ferriammonsulfates = 0,290 g abzuziehen = 2,204 
als den Albumosen angehédrig. Daraus ergibt sich P:N im Filtrat 

|:262,1) im Casein P:N = 1:18,47 ist, wenn man nach 


Hammarsten den P-Gehalt = 0,85 den N-Gehalt 15,7°,0 setzt. 


2. Filtrat und Waschwasser eines anderen Priaiparates = 2000 ccm. 
Die P-Bestimmung in 200 ccm. ergab nur 0,001 Mg,P,0,, also fiir die 
ganze Quantitaét O,OL = 0,0028 P, d.h. fast Null. 


3. In einem dritten Filtrat wurden 0.1132 Mg,P,0, bestimmt 
0,0321 P. 

4. In einem vierten Filtrat war die Quantitiét von MgNH,PO, so ge- 
ring, dass die quantitative Bestimmung nicht lohnte. 

Diese Zahlen zeigen, dass es unter Innehaltung bestimmter 
Versuchsbedingungen gelingt, den organischen Phosphor bis aut 
hedeutungslose Reste auszufiillen, indessen  liisst sich nicht 
verkennen, dass diesen Angaben doch eine gewisse Unsicherheit 
anhaftet, welche in der Beschafferheit des angewendeten Caseins 
und der Wirksamkeit des Pepsinpriiparates begriindet ist. Wenn 
auch fiir mich diese Unsicherheit in Fortfall kam, da ich stets 
dasselbe Casein und dasselbe Pepsin anwendete, und auch sonst 
die Bedingungen moglichst gleichmiissig einhielt, schien es mir 
doch wiinschenswerth, einen objectiveren Anhalt fiir die Quantitiat 
des Eisens zu gewinnen. Als solcher ergab sich die specifische 
Drehung der betreffenden Lésung. Dieses Hiilfsmittel ist darum 
sehr bequem, weil dabei nichts von der zu fiillenden Losung 
verloren geht. Da die Concentrationsverhiiltnisse nicht sehr 
in Betracht kommen, jedenfalls eine gréssere Verdiinnung nichts 
schadet, so kann man das Polarisationsréhrchen zum Zweck 
der Fiillung einerseits mit der zu untersuchenden Lésung aus- 
spiilen, andererseits nach der Beobachtnng mit Wasser nach- 


1) Auf die Frage, ob die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl 
fiir das Casein und die Caseinalbumosen richtige Werthe gibt oder nicht 
vielmehr, wie ich annehme, etwas zu niedrige gegeniiber der Bestim- 
mung nach Dumas, welche der Angabe von Hammarsten fiir den 
N-Gehalt des Caseins zu Grunde liegt, méchte ich hier nicht eimgehen, 
da die Differenzen jedenfalls nur wenig in Betracht kimen. 
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-piilen und alle fiir sich gesammelten Fliissigkeiten ftir die 
iillung mit Ferriammonsulfat mit der Hauptquantitiét der Losung 
vereinigen. Die Beobachtungen wurden mit einem kleinen 
fir Traubenzucker graduirten Halbschattenapparat bei Gas- 
cliihlicht ausgefiihrt, welcher unter Anwendung einer 20 cm. 
langen Rohre Zuckerprocente angibt. Zu den Bestimmungen 
wurde eine 10 em. lange Rohre angewendet. Die Ver- 
dauungslésungen aus Casein, welche auf die weiter unten 
angegebene Weise dargestellt waren, drehten nun, auf das 
Volumen von 1 Liter gebracht, constant 2,15—2,2 Theilstriche 
nach links. Da zur Ausfillung des organischen Phosphors aus 
einer solchen Lésung 200 ccm. einer 5°/oigen Loésung von 
Ferriammonsulfat erforderlich waren, so ergibt sich daraus die 
Kegel, dass man das Volumen der erforderlichen 5°/oigen 
Ferriammonsulfatlbsung erhalt, wenn man die scheinbaren 
/uckerprocente mit 93 multiplicirt (dies ergibt 199,85—204,6.ccm. ). 
Die Richtigkeit dieser Berechnung wurde durch Fallung ver- 
<chiedener Caseinverdauungslésungen, welche von einer nicht 
bekannten Caseinquantitiéit herstammten, bestitigt. Bei den 
Versuchen wurde die betreffende Lésung stets soweit ver- 
diinnt, dass sie zwischen 1,5 und 2,2 drehten: concentrirtere 
Losungen wurden nicht angewendet, weil dabei die Gefahr der 
Mitfiillung von Albumosen besteht: ob die Mengenverhaltnisse 
~ich auch fiir verdiinntere Lésungen bewiihren, habe ich nicht 
untersucht. Nach diesen Vorbemerkungen gehe ich zur Be- 
-chreibung der Darstellung des Eisenniederschlages tiber. 

30 g lufttrockenes Casein!) wurden in einer Glasstépsel- 
‘lasche von etwa 3 Liter Inhalt mit 2 Liter eines kiinstlichen 
Magensaftes iibergossen, welcher folgendermaassen hergestellt 
ist: Man befreit 5 g kiufliches Pepsin (von Finzelberg in 
Andernach a. Rh.) durch Verreiben mit Wasser und Aus- 
waschen auf dem Filter von dem beigemischten Milchzucker, 
spilt den Riickstand nach Durchstossung des Filters mit salz- 


1) Das Casein war dasselbe, welches ich schon in meiner Arbeit, 
fliger’s Archiv, Bd. 63, S. 405, angewandt habe. Dasselbe enthielt 
damals 10,83 °/o Wasser, 0,35° 0 Fett, 145° Asche. Da der Wassergehalt 
sich noch ebenso hoch (10,85 °/o) erwies, ist es nicht aufs Neue analysirt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXII. ly 
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siiurehaltigem Wasser (990) com. Wasser, 10° com. Salzsiiure 

1.124D) in einen Kolben, fiigt soviel desselben salzsiiure- 
haltigen Wassers hinzu, dass das Volumen etwa 3/4 Liter betriigt, 
und liisst unter vielfachem Schiitteln bis niichsten Tage 
stehen. Man filtrirt, wiischt mit salzsiurehaltigem Wasser nach 
und fiillt mit demselben bis auf 2 Liter auf. — Unter haufigem 
Umeschiitteln liisst man die Flasche 48 Stunden im Thermostaten 
bei 40° stehen, filtrirt von dem ausgeschiedenen Paranuclein 
ab, wiascht nach und dampft Filtrat -+ Waschwasser unter Ab- 
siittigung des gréssten Theils der Salzsiiure verdiinnter 
Natronlauge oder Natriumearbonat auf dem Wasserbad unge- 
fiihr auf die Hiilfte ein. Die Reaction der LOsung muss schwach 
sauer sein, unter keinen Umstiinden alkalisch, da sich bei 
aulkalischer Reaction beim Abdampfen sehr leicht Orthophosphor- 
siiure abspaltet. Beim Eindampfen scheidet sich eine minimale 
Quantitait von Kiweissfléckchen ab (éusserst leicht l6slich in 
verdiinnter Natronlauge), von welchen  abfiltrirt. wird. Das 
Kiltrat wird neutralisirt, einige Zeit stehen gelassen und, falls 
sich Calcitmphosphat abscheidet, filtrirt. Der Sicherheit wegen 
priift man auch noch eine Probe mit NH, und CaCl, aut 
Phosphorsiiure: entsteht dadurch ein Niederschlag, so wird die 
ganze liissigkeit mit den genanntenReagentien versetzt, imanderen 
Kalle ist dieses unnothig. Die méglichst genau neutrale Losung., 
deren Volumen mindestens 1 Liter betragen muss, versetzt man 


mil 200 cem. 5°/oiger L6sung von Ferriammonsulfat sic 
muss dabei klar oder fast klar bleiben — und erhitzt nun bis 


zim Sieden oder einige Zeit auf dem Wasserbad: es scheidet 
sich sehr bald unter Auftreten ziemlich stark saurer Reaction 
ein feinflockiger Niederschlag ab, der sich allmiihlich  zu- 
sammenballt. Der Niederschlag wird abfiltrirt oder mit der 


Nutsche abgesogen das Filtrat ist eisenhaltig und ganz 
klar —- und so lange mit Wasser von Zimmertemperatur oder 


warmem Wasser gewaschen, bis das Waschwasser, mit HCl 
und Bal, gepriift, absolut klar bleibt, dann mit Alkohol absolutus 
und Aether entwiissert — dabei zugleich etwaige Spuren von 
Fett entfernt — und in der Reibeschale trocken gerieben. 

So sind die Priiparate hergestellt, welche zu den Analysen 
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dienten: will man den Niederschlag weiter behandeln, so fiaillt 
natiirlich die Alkoholiitherbehandlung fort. 

Es ist mir nicht gelungen, die Eisenverbindung vollstandig 
von Schwefelsiiure zu befreien: auch wenn das Waschwasser 
nicht die geringste Reaction mehr mit HCl und BaCl, gab, war 
doch in der salzsauren Losung einer nicht zu kleinen Probe 
des Niederschlages Schwefelsiiture nachweisbar. Vermuthlich 
riuhrt dieses von einer Beimischung von basisch schwefelsaurem 
Kisenoxvd her. Mitunter trat auch bei lange fortgesetztem 
Waschen, namentlich wenn das Wasser etwas zu heiss war, 
Dissociation ein und das Filtrat wurde trib. Unter diesen 
Umstiinden ist es erkliirlich, dass die Analysen keine voll- 
stiindig iibereinstimmenden Zahlen ergeben, immerhin weisen 
sie darauf hin, dass eine chemische Verbindung vorliegt. 


Analytische Belege. 


Beziiglich der Ausfiihrung der Analysen bemerke ich Folgendes: 
Die Substanz wurde stets bei 110° bis zum constanten Gewicht getrocknet. 
( und H wurden mit Bleichromat und vorgelegtem metallischem Kupfer, 
N theils nach Dumas, theils nach Kjeldahl bestimint. Die Bestimmung 
des Phosphors und Eisens geschah in derselben Quantitit. Die Substanz 
wurde in einer Platinschale mit dem 30fachen Gewicht Salpetermischung 
(3 Theile KNO,. t Theil NagCO,) geschmolzen und einige Zeit im Schmelzen 
gehalten. Die wasserige Losung der Schmelze wurde durch ein kleines 
aschefreies Filter filtrirt (Schleicher und Schill Nr. 590, 9 Cm.), gut 
ausgewaschen, der lebhaft roth gefiirbte Niederschlag wurde mit dem 
Filter verbrannt, der Riickstand als EKisenoxyd gewogen. In der Losung 
wurde die Phosphorsiiure in der iblichen Weise nach vorgiingiger Fiillung 
mit Molybdéanlésung als Mg,P,O, bestimmt. Die C-, H- und N-Bestimmungen 
sind von Dr. G. Schrader. damaligem Assistenten, ausgefiihrt, dem ich 
fiir seine freundliche Unterstiitzung bestens danke, die P- und F-Be- 
stimmungen theils von demselben, theils von mir. 


Priparat 


1. 0,2307 ¢ gaben 0.2642 CO, = 31,240 C und 0.0883 H,O = 4,25 o H. 

2. 0.1903 g gaben 0.2197 CO, = = 31,4790 C und 0,0758 H,O = 4,43° H. 

3. 0.2300 g gaben 13,0 ccm. N bei C. und 728.0 mm. B. = 9,749 N. 

4. 0.3927 g gaben 0,1349 Fe,0, = 24,0490 Fe. 

5. 0.4828 g gaben 0,0412 My, PO, = = %o P. 

Diesem Praparat scheint etwas Eisenoxyd beigemischt gewesen 
ZU Sein. 
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Praparat IL. 

1. 0,2260 ¢ erforderte nach Kjeldahl 6.1 cem. Viertelnormal- 
siiture 940° N, 

2. 0.2704 erforderten 7.5 ccm. Viertelnormalséiure = 9.56° N. 

3. 0,2478 gaben 0,0302 Mg,P,0, = 2,61° P und 0.0792 = 
22,38 Fe. 

4. 02550 g gaben 0,0828 Fe,O, = 22,51°/o Fe. 

Die zugehorige P-Bestimmung ging verloren. 


Praparat IIL. 

1. 0.1957 ¢ gaben 0,2281 CO, = 32.50°/o C und 0.0784 H,O = 4.30°/0 H. 
2. 02252 ¢ gaben 0.2615 CO, = 31.66° 0 C und 0,0925 H,O = 4.56 °/0 H. 
3. 0.2270 ¢ gaben 0,2674 CO, = $2.13° C und 0.0918 H,O 
4. 0.1943 ¢ gaben 16.0 ccm. N bei 17° C. und 762,5 mm. B. = 9.5 
5. 0.2346 g gaben 21.2 ccm. N bei 22.5°C. und 758.0 mm. B. = 
101690 N. 

6. 0.3956 g gaben 0,038) Mg,P,0, = 2,71 P. 

Die zugehdrige Eisenbestimmung ging dadurch verloren, dass das 
Fisenoxvd beharrlich durch das Filter ging. 

7. 0.3939 ¢ gaben 0.0327 Mg,P,0, = 2.58% P und 0,0966 Fe,0, = 
19,11°/o Fe. 


Zusammenstellung der Analysen-Resultuate. 


Nummer 
des C H N | Pp Fe 
Priiparates | | | 
425 | 974 | 238 24.04 
31.47 4.43 — — | 
940 | 261 2251 
\ 471 92 38 
| | | 
| | 32,30 | 4,50 958 | 2,71 | 19.11 
| 
Ill | 32.66 4.56 1016 | 258 | — 
| 32.13 | | 


Im Mittel berechnet sich folgende Zusammensetzung in 
Procenten:?) 
(31.90 H +43 N 9,72 P 2.55 Fe 21,87. 
1) Ine Berechnung ist in der Weise ausgefiihrt, dass zuerst <clie 
Mittelzahlen fiir jedes einzelne Praparat berechnet, dann diese ‘Zahlen 
addirt und dureh die Anzahl der addirten Werthe dividirt wurden. 
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beziiglich der Eigenschaften der Eisenverbindung habe 
ich Folgendes zu bemerken: 

1. Die Eisenverbindung lost sich in nicht zu stark ver- 
dinnter Salzsiure und fillt beim Neutralisiren der Losung bis 
zur schwach saueren Reaction wieder aus: sie lost sich auch 
in Essigsaure. stark verdiinnter Salzsiiure, etwa in der 
Concentration 2°/oo HCl, ist sie fast ganz unléslich. 

2. Die Eisenverbindung ist leicht lOslich in) schwacher 
Natriumearbonatlosung, etwa von 1--2° 00 Na,CO,. Die Losung 
farbt sich mit Schwefelammon griin, nach einiger Zeit 
scheidet sich Schwefeleisen ab. Die alkalische Losung 
sich mitunter tagelang, selbst) wochenlang unveriindert, in 
anderen Fiillen scheidet sich schon nach einigen Stunden ein 
Niederschlag aus, der wenigstens zum Theil aus Eisenhydroxyd 
besteht, in jedem Fall sehr schnell beim Erhitzen. Auch in 
schwacher Natronlauge ist die Eisenverbindung, namentlich 
in feuchtem Zustand, lOslich: bei Zusatz von stirkerer Natron- 
lauge zu dieser Loésung scheidet sich ein Niederschlag aus, 
welcher zum grdssten Theil aus Eisenhydroxyd besteht. Die 
Abscheidung wird dureh Erwiirmen befordert. Das Filtrat, 
welches mitunter noch Eisen enthélt, bleibt bet Zusatz von 
BaCl, klar, triibt sich jedoch beim Erhitzen zum Stieden und 
scheidet momentan einen ziemlich volumindsen, flockigen Nieder- 
schlag aus. Derselbe lost sich, abfiltrirt und ausgewaschen, 
in Salpetersiiure. Die Loésung gibt mit Molybdiinl6sung bei 
leichtem Erwiirmen zuerst eine weisse Triibung, dann reichlichen 
gelben Niederschlag von Ammoniumphosphormolybdat. Auf 
die Natur dieses Barytniederschlages komme ich weiter unten 
noch zuriick: hier sei nur bemerkt, dass die Bildung desselben 
eine iiusserst bequeme Reaction auf Paranucleinsiure darstellt, 
deren ich mich vielfach zur Orientirung iiber das Vorhandenseim 
oder Fehlen der Siiure bei meiner Arbeit bedient habe. Bei 
der grossen Zersetzlichkeit der Siiure unter bestimmten Ver- 
hiiltnissen hat sich die Méglichkeit, sich jederzeit tiber ihre 
Gegenwart orientiren zu koénnen, als sehr angenehm erwiesen. 

Auch in stiirkerer Natronlauge, etwa 2° siger (Halbnormal- 
lauge) ist die Kisenverbindung leicht loslich: beim Erhitzen scheidet 
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sich gleichfalls ein réthlicher Niederschlag aus, der gréssten- 
theils aus Eisenhydroxvd besteht. Der organische, mit dem 
Kisen verbundene, phosphorhaltige Atomcomplex, der der Kiirze 
halber Paranucleinsiure genannt werden mag, wird jedoch 
dabei bis zu einem gewissen Grade zersetzt: das Filtrat gibt 
mit BaCl, sofort einen flockigen Niederschlag, welcher das oben 
angegebene Verhalten zu Salpetersiiure und Molybdiinlésung zeigt. 

3. Sehr eigenthtimlich ist das Verhalten der Eisenver- 
bindung zu Ammoniak, welches ich genauer untersucht habe, 
well ich Anfangs bei der grossen Empfindlichkeit) der Para- 
nucleinsiure gegen Natronlauge Ammoniak zur Isolirung der 
aus der Eisenverbindung beniitzt habe. Aus dem Fol- 
genden wird hervorgehen, warum ich diesen Weg wieder 
verlassen habe. 

Suspendirt man die Eisenverbindung in Wasser und setzt 
allmihlich Ammoniak hinzu, so sie sich mit Leichtigkeit 
zu-einer klaren, tief braunrothen Fliissigkeit. Diese liisst sich, 
ohne eine Veriinderung zu erfahren, zum Sieden erhitzen und 
eindampfen: beim Eindampfen auf dem Wasserbad zur Trockne 
bleibt ein braunroth gefiirbter, durchsichtiger Riickstand, welcher 
sich in gliinzenden Lamellen von der Porzellanschale ablost. 
Das Produkt ist in Wasser unléslich, lést sich dagegen mit 
grosser Leichtigkeit wieder in ammoniakhaltigem Wasser aut. 
Die Losung farbt sich mit Schwefelammon grtin, gibt jedoch 
keine Ausscheidung von Schwefeleisen: das Eisen ist also bis 
zu einem gewissen Grade organisch gebunden oder «maskirt». 

Erhitzt man die ammoniakalische Losung nicht, sondern 
l’isst sie nach einiger Verdiinnung tagelang stehen, so trtbt 
sie sich, es scheidet sich ein anscheinend aus Eisenhydroxvd be- 
stehender Niederschlag aus, das Filtrat ist klar, jedoch meistens 
trotz stark alkalischer Reaction etwas eisenhaltig. Versetzt man 
es mit Barytwasser und erhitzt zum Sieden, so scheidet sich 
der oben beschriebene Barytniederschlag aus, es enthalt also 
Paranucleinsiiure. Die Umsetzung ist aber eine ganz unvoll- 
stiindige, wie sich leicht durch Behandlung des ausgewaschenen 
Kisenniederschlages mit verdiinnter Natronlauge und Behandeln 
des Filtrats mit BaCl, oder Barytwasser nachweisen lisst. 
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Dieses ist der Grund, warum ich die Behandlung des Eisen- 
niederschlages mit) Ammoniak zum Zweck der Darstellung 
der Paranucleinsiiure wieder aufgegeben habe. Uebrigens ist, 
heiliiufig bemerkt, auch die Umsetzung mit Natronlauge, wenn 
man sich hinsichtlich der Concentration derselben in den Grenzen 
hilt, welche durch die Zersetzlichkeit der Paranucleinsiiure 
geboten sind, nicht ganz vollstiindig. Der gut gewaschene 
Kisenniederschlag enthalt noch phosphorhaltige organische Sub- 
stanz. Lost man ihn in Salpetersiiture in der Siedehitze, so 
gibt die erkaltete Losung mit Molybdinlésung Phosphorsiiure- 
reaction. Getrocknet und gegliiht hinterlisst der Niederschlag 
ein Gemisch von Eisenoxyd und metallisch gliinzendem Eisen- 
oxyduloxvd. Ausserdem enthalt der Glihriickstand auch reich- 
lich Phosphorsiiure. 

Gileichzeitig mit der chemischen Untersuchung der Eisen- 
verbindung hat mich die Frage beschiiftigt, ob dieselbe der 
Resorption vom Magendarmkanal aus leicht zugiinglich ist, was 
nach der Loéslichkeit in Alkalien nicht unwahrscheinlich war. 
Die Versuche wurden an Kaninchen angestellt. Als Indicator 
der Resorption diente mir der Eisengehalt der Leber. Durch 
Kontrollversuche an normalen Thieren bei derselben oder 
sehr iihnlichen Futterung und solchen, die iihnliche Eisen- 
verbindungen erhielten, war die Frage der Resorbirbarkeit und 
des Umfanges derselben leicht zu entscheiden. Die Versuche 
wurden im Allgemeinen so eingerichtet, dass die Thiere zuerst 
des Morgens nur wenig feingehacktes Futter mit der Eisen- 
verbindung gemischt erhielten, und erst wenn sie die Mischung 
verzehrt hatten, ihr gewohnliches Futter. Dadurch war die 
vollstiindige oder anniihernd vollstiéndige Aufnahme der Eisen- 
verbindung garuantirt. Die Fiitterungsversuche dauerten regel- 
Indssig 10 Tage; nach Ablauf des 10. Tages wurde das Thier 
durch Halsschnitt' getédtet, die Leber herausgenommen, 
hluten gelassen, die grossen Gefiisse und die Gallenblase ent- 
fernt — dabei ist ein geringer Verlust an Lebersubstanz unver- 
meidlich — dann die Leber abgespiilt, aufFiltrirpapier abgedriickt 
und gewogen, alsdann fein zerhackt. 
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Von dem Brei wurden 3 Portionen in Platinschalen ab- 
gewogen, zwel Portionen von anniihernd je 10 ¢ (in Versuch 2 
weniger) dienten zur Eisenbestimmung, die dritte, von ca. 2-4 ¢, 
zur Bestimmung des Trockenriickstandes. Die beiden ersten 
Portionen wurden absoluten Alkohol gebracht, der sich 
in breiten Glasst6psel-Cylindern befand: es gelang mit Hiilfe 
des Gunmiwischers ohne Schwierigkeit, auch die letzten Reste 
des an der Platinschale hiingenden Leberbreies mit absolutem 
Alkohol in das Glas zu bringen.!) Die Quantitiit des im Ganzen 
angewendeten Alkohols betrug etwa 150 cem. Waren so die 
Vorbereitungen getroffen, so konnte die Veraschung beliebig auf- 
geschoben werden: mindestens blieb der Leberbrei 2 Tage unter 
Alkohol, meistens linger. Ieh withlte dieses anscheinend um- 
stiindliche Verfahren, weil es sich in Vorversuchen gezeigt hatte, 
dass die Veraschung der Leber ein sehr gutes, langdauerndes 
Trocknen erfordert, dieses nach der Behandlung mit Alkoho! 
und Aether fast ganz fortfallen kann. 

Zur Veraschung wurde zuniichst der coagulirte Leberbrei 
auf einem nicht angefeuchteten aschefreien Filter gesammelt, 
die am Glase hiingenden Reste mit Alkohol auf das Filter 
gesplll, dann der Filterinhalt) mit) Aether gewaschen. — Die 
gesammelten alkoholisch-iitherischen Ausziige wurden verdunstet 
und in der Platinschale verbrannt. Nach dem Erkalten wurde 
das Filter sammt dem Leberbrei in dieselbe Platinschale gebracht, 
nach einigem Stehenlassen an der Luft bei gelinder Wiirme 
eetrocknet, dann verkohit. Die erkaltete Kohle wurde mit dem 
Achatpistill verrieben, die anhiingenden Reste mit aschefreiem 
Kiltrirpapier abgewischt und in die Schale gebracht, dann stirker 
gegliiht. Die Kohle verbrennt auch bei stundenlangem Gliihen 
nicht vollstindig (nur in 2 Fiillen gelang dieses anniihernd). 
Ks wurden daher stets schliesslich zur vollstiindigen Veraschung 
Salpetermischung in die Schale gebracht, mit Hiilfe 
eines Glasstabes gut durchgemischt (der Glasstab mit etwas 


1) Will man ganz sicher gehen, so kann man die Veraschung in 
derselben Platinschale ausfiihren, welche man zum Abwagen  benutzt 
hat: das ist in einigen Fallen geschehen, war aber nicht immer angingig 


und ist auch nicht nothie. 


AS 
256 — 
; 
tie 
¥. 
4 
43) 
AP 


Filtrirpapier abgewischt) und geschmolzen. Die Schmelze wurde 
in Wasser gelOst, die Losung filtrirt. Das Filtrat erwies) sich 
stets vollkommen eisenfrei, es brauchte daher nicht bertick- 
sichtigt zu werden. Das soregfiltig gewaschene Filter mit Inhalt 
wurde getrocknet und dann in derselben Platinschale verascht. ') 
Der Riickstand lbste sich stets leicht und vollstiindig in Salz- 
siiure beim Erwiirmen, mitunter unter Zuriicklassung von Spuren 
von Filterkohle und sandigen Substanzen. Um diese zuriick- 
zuhalten und etwa vorhandene Kieselsiiture zur Abscheidung zu 
bringen, wurde in jedem Fall die salzsaure Losung auf dem 
Wasserbad verdampft, einige Zeit) bei 110—120° getrocknet, 
nach dem Erkalten aufs Neue in Salzsiiure gelést, die Losung 
verdiinnt, filtrirt und nachgewaschen. Das Filtrat) wurde mil 
cem. concentrirter Losung von Natriumphosphat (Na,HPO,) 
versetzt, mit NH, alkalisirt, dann mit Essigsiiure angesiiuert, 
die gelatindse Ausscheidung von Ferriphosphat am niichsten 
Tage abfiltrirt, gewaschen, getrocknet, gegliiht, gewogen. — Das 
Filtrat vom Ferriphosphat erwies sich beim Stehenlassen nach 
Zusatz von Ammoniak und Schwefelammon stets absolut eisenfret. 

Siimmtliche Versuche wurden gleichmissig ausgeftihrt: 
Abweichungen fanden nur in Bezug auf die Erniihrung. statt. 
Ich fiihre die einzelnen Versuche in der chronologischen Rethen- 
folge mit den Analysenzahlen kurz an. 


Versuch 1. 

Korpergewicht, nur am Ende des Versuches (ber Beginn des 11. 
Tages) bestimmt, 730 g. Das Thier hatte ein Gemisch von verschiedenen 
Kohlsorten. Mohrriiben, Kohlriiben, Kartoffeln, Hafer, Brod und Heu er- 
halten, jedoch augenscheinlich nicht in geniigender Quantitiit, da es 
am Ende des Versuches etwas mager erschien. Dies gilt auch fiir den 
Versuch 2. In den spateren Versuchen wurde auf diesen Punkt besser 
ceachtet und das Gewicht aueh zu Beginn des Versuchs festgestellt. Mit 
der Nahrung erhielt das Thier pro Tag 0.25 ¢ der Eisenverbindung 
ca. 0,055 Eisen. Lebergewicht 26.5 g. 

1; Will man eine andere Platinschale anwenden, so thut man gut, 
in der selbstverstindlich vollkommen mit Wasser gereinigten Schmelz- 
schale etwas Salzsiure zu erwiirmen und diese Salzsiiure zur Losung 
des Kisenoxyds zu benutzen, da die Salzsiiure nicht selten aus der 
Schmelzschale noch etwas Eisen aufnimmt. 
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I. Trockenbestimmung 2.5548 g gaben 0.6662 Ruckstand = 26.28° 
2. Fisenbestimmung g gaben 0,0071 FePOQ,. 


Versuch 2. 
Iieselbe Ernihrnng. Kérpergewicht am Ende des Versuches 620 
Pro Tag O25 der Eisenverbindung. Gewicht der Leber 19.5 g. 
1. Trockenbestinmung 2.1492 ¢ gaben 0.5946 Trockenriickstand 
25.81 
2. Kisenbestinmung: 8.225 gaben 0,0066 FePO,, 
bh) 7.2162 gaben 0.0056 FePQ,. 


5 
Versuch 3. 
Normales Thier ohne besondere Vorfiitterung. Korpergewicht 
70 ¢. Gewicht der Leber 33.5 g. 


rer 
1 3.8386 ¢ gaben 1.0164 Trockenriickstand = 26.48" 
2. a) 10,1256 g gaben 0,0025 FePQ,, 
b) 10.4397 ¢ » 0.0023. » 


Versuch +, 
Normales Thier ohne besondere Vorfiitterung. Korpergewicht 


1370 Lebergewicht 42.5. 


1. #1933 ¢ eaben 1.0757 Trockenriickstand — 25.65 ° 0; 
2. LO.1401 ¢ gaben 0.0022 FePO,, die zweite Eisenbestimmung 


cing verloren. 
Versuch 95. 
Normales Thier ohne besondere Vorfiitterang. Kérpergewicht 
1. 4.5492 ¢ vaben 1.2366 Trockenriickstand 27.18" 
2. a) 10,5240 ¢ gaben 0,0017 FePO,, 
b) 10.7562 0.0016 > 


~ 


Versuch 6. 
hoOrpergewicht im Beginn des Versuches 1050. am Ende L060 g. 
Hrnithrung wie bet und 2, jedoch fiir reichliche Ernahrung gesorgt. 
Mit der Nahrung erhielt das Thier 10 Tage lang pro Tag 0.5 g Eisen- 
atmidalbumosat durch Féllung von Atmidalbumose mit Eisenchlorid dar- 


vestellt. Eisengehalt +15° 0) 0,021 Eisen. Lebergewicht 45 g. 
1. 24968 ¢ gaben 0.6536 Trockenriickstand = 26.18 ° 0; 


2. a) 10,1050 ¢ gaben 0,0026 FePO,, 


by) O.0027 » 
rer 


Versuch 7. 
Anfangsgewicht 1020. Endgewicht 950 Ernahrung Eisen- 


yufuhr wie ber 5. Lebergewicht 41 ¢. 


1. 2.6972 ¢ gaben 0.6478 Trockenriickstand = 23.47" 0: 
2. a) 13.3464 ¢ gaben 0.0036 FePQ,, 
b 13.4746 0.0035 > 
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Versuch 8. 


Anfangsgewicht 1250, Endgewicht 1370 g. Das Thier erhielt pro 


Tag OL g paranucleinsaures Eisen == 0,022 g Eisen. Lebergewicht 78 g. 
1. 4,1402 g gaben 1.1490 Trockenriickstand 27,93° o: 
2. a) gaben 0,0042 FePO,, 
b) 12,1726 » 0.0055 


Versuch 9, 
Anfangsgewicht 1450, Endgewicht 1410 g. Pro Tag O.L g para- 
nucleinsaures Eisen. Lebergewicht 79.5 g. 


1. #1818 ¢ gaben 1,2318 Trockenriickstand == 29,45°; 
2. a) 10.7722 ¢ gaben 0,0033 FePO,, 
b) 10.2902 0.00386. » 


Versuch 

Anfangsgewicht 1950, Endgewicht 2105 g. Pro Tag 0,90 Ferratin 
(Kiiufliches Priiparat in Originalpackung. Der Fisengehalt des lufttrockenen 
Priparates betrug 7,11°/o) = 0,064 Eisen. Lebergewicht 91 g. 

|. Trockenbestimmung aus Versehen versiumt 

2. a) 11,0984 g gaben 0.0052 FePO,, 

b) g 0.0029 >» 


Versuch 
Antangsgewicht 1820, Endgewicht 1770 g.  Dieselbe Quantitat 


Ferratin. Lebergewicht 40 


L. 4.3072 ¢ gaben 1,1866 Trockenriickstand — 27,55° 0; 
2. a) 8.9942 ¢ gaben 0,0036 FePQ,, 
b) 91044 g 0.0032 


Versuch 12. 

Anfangsgewicht 2500, Endgewicht 2520 ¢. Fiitterung pro Tag 40 g 
Hafer. 100 Weisskohl, 100 Mohrriiben, Lebergewicht 74.7 g. Die Leber 
ist sehr glycogenreich. 

1. 2.6428 gaben 0,8102 Trockenriickstand = 30,73°/0; 

2. a) 10,2064 ¢ gaben 0,0030 FePO,, 

¢) 10,4570 > 


Versuch 13. 
Anfangsgewicht 2490, Endgewicht 2460 g. Fiitterung dieselbe wie 
bei Nr. 12. Lebergewicht 81,3. 
1. 33664 ¢ gaben 0.9696 Trockenriickstand 28,8" 0; 


2. 10,4364 ¢ 0,0082 FePO,. 
In nachfolgender Tabelle sind die erhaltenen Resultate 
libersichtlich zusammengestellt. 
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horper- 100g Leber- 
Summer _ Die ganze 4 Kile Thier 
gewicht Gewicht 100 Leber, Trocken- | Leber enthait | 
des Angewendetes am pnde enthalten substapz 
dea Ter- | der, enthalt in derLeber Bemerkungen 
| Leber tn Risen | Eisen Risen 
thieres in mg in mg 
in g in mg 
| | 
| | 33.5 | 8.66| 32,72; 2.90} 3,87) 
4 42.5 8,05 | 31,36) 3,42) 2,50) 7 
Dd » 1350 | 63 | 5,74) 21,15| 3,62) 2,68 | 
12 2520 74.7 11.28, 36,60) Tae 
2460 | 81,3 | 11,37) 3948] 9,24) 3,761 geriuen 
Eisen 96.5 | 26,03) 98.82) 6,88) 9.43 | 
0,055 Bisen p. d. | | 
2 620 | 19,5 | 29,30 /113,47| 5,71) 9,21) 
| | | | 
8 1370 78 15,00, 53,00) 11,68!) 851) 
0,022 Eisen p. d. | ee 
1410 79.5 11,60) 39,36) 9,22) 6.54) 
6 Fisenatmidalbum L060 53 9.62 36,68 5,02) 4.81 


= 0,021 Eisen p. | | 


950) 41 | 9,92] 41,78) 402] 4,23 | 


0.90 Ferratin - nicht 
| 0,064 Eisen p.d. 11.25 bestimmt 10,24 
(1770 | | 13.90) 5056 5,56) 314) 


Die Berechnung der Mittelzahlen ergibt fiir den Gehalt 
an Eisen in mg 


100 g Trocken- 1 Kilo Thier 


kisen- 100 g frische Leber 
7 substanz der Leber enthalt 
| enthalten in der Leber 
| 
Mittel aus den eee 
drei ersten 7.45 28,43 3,02 
0 Versuchen, 
Mittel aus allen ‘ 6: 
(5) Versuchen. 32.26 3,25 
Mittel aus den | 
Para- beiden ersten 27,66 106.15 9 32 
nuclein- Versuchen. 
Mittel aus allen 
Versuchen. 2048 (6,38 8.421) 
Ferratin. 12.58 | 4.0 


1) In einer vorliutigen Mittheil., Centralbl. f. d. med. W., 1900, Nr. 41, 
lautet diese Zah!l 9.05 in Folge eines leider tibersehenen Rechenfehlers. 
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Aus diesen Versuchen geht hervor, dass durch 1tigige 
Fiitterung mit paranucleinsaurem Eisen der Eisengehalt der 
Leber ansehnlich, im Maximum etwa auf das dreifache ge- 
steigert wird und erheblich mehr, als durch die anderen an- 
gewendeten Eisenverbindungen. 


Darstellung der Paranucleinsaure. 


Zur Darstellung der Siiure aus der Eisenverbindung 
wurde in Anbetracht der Empfindlichkeit der Saure gegen 
Alkali zuerst versucht, die Eisenverbindung durch Salzsaure 
zu zersetzen und durch Alkohol zu _ fiillen. 

Der aus 30 g Casein resultirende gut ausgewaschene 
feuchte Eisenniederschlag wurde in 35 cem. Salzsaéure von 
1,124 D gelést und filtrirt. Das Volumen der Loésung betrug 
80 cem. Sie wurde in 320 ccm. absoluten Alkohol gegossen, 
die Mischung blieb vollkommen klar, nach Zusatz von 500 cem. 
Aether entstand indessen ein reichlicher flockiger Niederschlag, 
derselbe wurde abfiltrirt und gut mit Alkohol absolutus ge- 
waschen, dann mit Aether behandelt und in Form’ eines 
weissen, nicht hygroskopischen Pulvers erhalten, das sich 
iiusserst leicht und ganz klar mit stark saurer Reaction in 
Wasser loste. 

Unerwarteter Weise enthielt die Substanz Eisen in merk- 
licher Menge und auch Chlor. Es liegt natiirlich sehr nahe, 
an eine Verunreinigung mit Eisenchlorid zu denken, indessen 
ist die Sachlage doch nicht so einfach. Versetzt man die 
wisserige LOsung mit Silbernitrat, so bleibt sie, abgesehen von 
einer minimalen Opalescenz, klar; auch Zusatz von Essigsiiure 
iindert nichts daran. Setzt man jedoch Salpetersiiure hinzu, 
so entsteht eine dichte weisse Triibung, erhitzt man nunmehr 
zum Sieden, so scheiden sich unter leichter Gelbfiirbung der 
Iliissigkeit dicke weisse Klumpen von Chlorsilber aus. Ebenso 
hekommt man sofort Chlorsilber, wenn man die LOsung der Sub- 
stanz in verdiinnter Salpeterséiure mit Silbernitrat versetzt. ks 
mag dahingestellt bleiben, ob die Salzsiture nur eine Verunreini- 
gung ist oder ob es sich um eine chemische Verbindung handelt. 
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Der Umstand, dass die Losung der Substanz mit Silbernitrat 
keinen Niederschlag gibt. auch nicht nach Zusatz von Essig- 
siiure, beweist nicht unmittelbar, dass es sich um eine che- 
mische Verbindung handelt. denn auch Albumoselésungen, welche 
Chlornatrium enthalten, geben, mit Essigsiiure angesiuert, mil 
Silberl6sung aliein oft keinen Niederschlag, sondern erst nach 
dem Erhitzen mit Salpetersiiure. das Bestehen einer 
chemischen Verbindung spricht allerdings, dass die Quantitiit 
der Salzsiiture anscheinend recht betriichtlich ist, sowte fol- 
gende Beobachtung: Lost man Paranucleinsiiure (die Darstel- 
lung siehe weiter unten) in Wasser, theilt die L6sung in zwei 
eleiche Hiilften und siiuert die eine Hiilfte mit einigen Tropfen 
Salzsiiure an, die andere nicht, so wird die nicht angesiiuerte 
Probe durch Zusatz des mehrfachen Volumens Alkohol abso- 
lutus sofort gefiillt, die salzsiiurehaltige dagegen nicht, sondern 
erst nach Zusatz des gleichen Volumens Aether. Der abfiltrirte, 
mit Alkohol absolutus, dann mit Aether gewaschene Nieder- 
schlag verhalt sich hinsichtlich seines Chlorgehaltes ganz so, 
wie die in stehende, aus der Eisenverbindung durch: 
Salzsiiture, Alkohol und Aether erhaltene Fiillung. 

Da die Zersetzung mit Salzsiiure sich somit als un- 
brauchbar, die Zersetzung mit Ammoniak als unsicher erwiesen 
hatte, musste ich dazu zurtickkehren, die Kisenverbindung durch 
Natronlauge umzusetzen. Dieses Verfahren macht insofern 
Schwierigkeiten, als die Umsetzung der Eisenverbindung be! 
zu schwacher EKinwirkung sehr unvollstindig ist, also grosse 
Verluste bedingt, bei zu starker Kinwirkung dagegen die Spal- 
tung eines Theils der Paranucleinsiiure oder selbst vollstiindige 
Spaltung zu befiirchten ist. Gliicklicher Weise lésst sich leicht 
erkennen, ob eine solehe Spaltung stattgefunden hat. In diesem 
Falle gibt niimlich das Filtrat des Gemisches von Natronlauge 
und Eisenniederschlag bei Zusatz von BaCl, eine Triibung resp. 
Niederschlag, es muss also bei dieser Priifung ganz klar bleiben. 
[ch bin schliesslich bei folgenden Verhiltnissen stehen geblieben. 

Der feuchte Eisenniederschlag aus 30 g Casein wird mit 
100 cem. Wasser in der Reibschale zu einer ganz gleich- 
Suspension verrieben, bei Zimmertemperatur mit 
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80—90 com. Halbnormallauge durchgeriihrt,') wobei voll- 
stiindige Losung eintritt. Die Losung wird erhitzt, bis die Um- 
setzung eingetreten ist, was sich an der Bildung eines im 
Wesentlichen aus Eisenhydroxyd bestehenden Niederschlages 
zu erkennen gibt, und nun moglichst schnell filtrirt (resp. ab- 
genutseht) und zwar in einen Filtrirkolben, welcher etwa #4 
der zur Sattigung der Natronlauge erforderlichen Quantitiit 
Essigsiiure enthilt, oder auch die ganze Quantitiit, ein- oder 
zweimal nachgewaschen. Von der sauer reagirenden, etwas 
gelblichen Fliissigkeit, in welcher eine Zersetzung der Para- 
nucleinsiure nicht mehr zu befiirchten ist, wird eine Probe 
abgenommen und mit Barytwasser alkalisirt: sie muss dabei 
klar bleiben. Wird sie flockig triib, so ist die Operation miss- 
lungen und die Darstellung muss verworfen werden, doch 
kam dieses, nachdem die obigen Einzelheiten) einmal aus- 
gearbeitet waren und genau innegehalten wurden, nicht mehr 
vor. Das sauer reagirende Filtrat) faillt man nunmehr mit 
Kupferacetat (ca. 5°/oige Loésung), solange noch ein Nieder- 
schlag entsteht, liisst den Niederschlag absitzen und wiischt 
ihn einige Mal durch Decantiren,?) zersetzt durch Einleiten von 
HS, erhitzt auf dem Wasserbad zum Absetzen des CuS, filtrirt, 
treibt aus dem klaren Filtrat H,S durch einen Luftstrom aus 
und dampft dasselbe bis auf etwa 60 com. ein. Das Abdampten 
kann unbedenklich auf dem Wasserbad geschehen, Vacuum 
ist nicht erforderlich. 

Man liisst nun bis zum niichsten Tage stehen, filtrirt von einer 
geringen Triibung ab und fiaillt durch Eingiessen in das mehrfache 
Volumen Alkohol absolutus, entwiéssert durch Alkohol und Aether. 

Man erhilt so die Substanz als feines, weisses Pulver, das 
sich sehr leicht mit ausgesprochen saurer Reaction in kaltem 


1, Urspriinglich wurden nur 450 ccm. Halbnorimallauge angewendet. 
dann. da hierbei die Lésung nicht vollstindig erfolgte. noch 5—6 cem. 
15° .ige Natronlauge hinzugesetzt. — Vielleicht ist auch die Umsetzung 
mit Natriumearbonat vortheilhaft. 

2) Beim Waschen auf dem Filter backt der Niederschlag zusammen 
und muss dann zur Zersetzung mit H,5 in der Reibschale durchgerieben 
werden. 
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Wasser lost. Die heisse L6sung scheidet beim Erkalten einen 
flockigen Niederschlag aus, der sich beim Erwarmen wieder lést. 

Sehr eigenthiimlich ist das Verhalten der Substanz beim 
Kindampfen der Loésung auf dem Wasserbad zur Trockne, 
das ich zuniichst anwendete, um die im Filtrate vom Schwefel- 
kupfer vorhandene gelOste Substanz erst einmal zu Gesicht zu 
bekommen. Sie hinterbleibt dabei als spréde, hornartige, gelb- 
lich resp. braunlich gefiirbte Masse, welche beim Uebergiessen 
mit Wasser glasig aufquillt, ganz besonders dann, wenn man das 
Wasser in die noch heisse Schale giesst, sehr ahnlich dem 
(vomucoid. Wie bei diesem l6st sich die glasig gequollene 
Masse erst beim Erhitzen mit Wasser zum Sieden und nur 
almiihlich. Dabei bleibt ein kleiner Rest ungelést. Diesen 
kann man, insoweit es sich um das Filtrat vom Schwefel- 
kupfer handelt, leicht als) zum Theil aus Paranuclein be- 
stehend erweisen. Es zeigte sich aber bald, dass, wenn 
man das Filtrat zur Trockne dampft und den Rtickstand mit 
Wasser zum Sieden erhitzt, wiederum ein kleiner Theil un- 
gelost bleibt und so fort. Diese Erscheinung machte mich 
Antfangs zweifelhaft, ob die erhaltene Substanz einheitlicher 
Natur sei. Man konnte annehmen, dass es sich um ein Ge- 
misch von 2 Substanzen handelt, von denen die eine sich 
sehr langsam und nur bei wiederholtem Eindampfen abscheidet. 
Das ist indessen wenig wahrscheinlich, viel wahrscheinlicher, 
dass es zwel physikalisch verschiedene Formen der Substanz 
eibt und dass die hornartige Form, wie sie der Kiirze halber 
genannt werden mag, einmal gebildet, nicht vollig wieder’ in 
die JOsliche tiberfithrbar ist. In dieser Deutung werde ich 
dadurch bestiirkt, dass ganz dieselbe Erscheinung auch beim 
Qvomucoid zu beobachten ist; auch bei diesem ist die horn- 
artige Form durch Kochen mit Wasser nicht vollig in die l6s- 
liche tiberzufiihren, es bleibt immer ein Rest ungelost. Eine 
vollige Entscheidung habe ich iiber diesen Punkt noch nicht 
herbeifiihren kénnen, sie wiirde dadurch zu treffen sein, dass 
man die LOsung immer wieder aufs Neue eindampft; geht dann 
<chliesslich fast nichts mehr in die wiisserige Losung tiber, 
<o ist die Richtigkeit der Erklirung dargethan. 
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Auch iiber Schwefelséiure trocknet die Loésung der Saure 
zu einer hornartigen Masse ein, krystallisirt konnte die Sub- 
stanz nicht erhalten werden. 

Beziiglich der Zusammensetzung der Saéure und ihrer Eigen- 
schaften beschriinke ich mich vorliiufig auf folgende Angaben: 


a) Zusammensetzung der direkt aus der wasserigen LOsung mit 
Alkohol gefillten Substanz, bei 110—115° getrocknet: 


1. 0,1803 g gaben, mit Bleichromat im offenen Rohr verbrannt, 

0.2840 CO, = 42,96°%o C und 01152 H,O = 7,09°%o H. 

2. 0,1808 g gaben 21,5 ccm. N bei 18° und 750 mm. B = 13,55 °/o N, 
3. 0,352 ¢ gaben nach der Molybdiinmethode 0,0510 Mg,P,0, == 

4,05 °/o P. 

b) Zusammensetzung der aus der hornartigen Modifi- 
cation durch Kochen mit Wasser ete. dargestellten 
Substanz bei 110—115° getrocknet: 

1. 01620 gaben 0,2525 CO, = 42,51%o C und 01017 H,O == 

6.97 H. 

2. 0,1680 g gaben 19,6 ccm. N bei 16° und 740 mm. B = 13.25 °/o N.1) 
3, 0.3569 ¢ gaben 0,0550 Mg,P,0, — 


Higenschaften. 

1. Die Substanz ist in Wasser l6slich, in heissem leichter 
als in kaltem, die wisserige Losung reagirt sauer und loést 
kohlensauren Kalk unter Entwicklung von Kohlensiiure: sie ist 
in Alkohol unloslich, aus der wiisserigen LOsung durch Alkohol 
fiillbar, fast unléslich in Eisessig. 

2. Sie ist linksdrehend. Eine ca. 2°/oige Losung drehte 
im Laurent schen Halbschattenapparat bei Natriumlicht im 
1-Decimeterrohr 55‘ links. Danach berechnet sich ¢D zu — 46°. 
Die Bestimmung ist nur als anniihernde zu betrachten. 

3. Versetzt man die 1°/oige Loésung mit dem gleichen 
Volumen kaltgesiitligtem Barvtwasser und erhitzt zum Sieden, 
so triibt sie sich plétzlich unter Ausscheidung eines reichlichen 
flockigen Niederschlages, welcher sich stark P-haltig und N-haltig 


1) Die Bestimmungen von C, H und N hat Herr Dr. C. Neuberg 
freundlichst fiir mich ausgefithrt, woftir ich demselben auch an dieser 
Stelle besten Dank sage. 
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erweist. Die niihere Untersuchung dieses Barytniederschlages 
steht noch aus. Zur Reaction gehdrt ein gewisser Ueberschuss 
an Baryt: sie kann ausbleiben, wenn man starkere Lésungen 
nur mit Barytwasser alkalisirt. 

4. Versetzt man die 1°/oige LOsung mit etwa dem gleichen 
Volumen Natronlauge von 1,34 D, und erhitzt einige Minuten zum 
Sieden oder etwa eine halbe Stunde im Wasserbad, so ent- 
hilt die Losung Orthophosphorséure, durch Ansiiuern mit HCI, 
Alkalisiren mit NH, und Zusatz von Magnesiamischung nach- 
weisbar. — Auch der oben erwihnte Barytniederschlag wandelt 
sich bei langerem Kochen mit Barytwasser allmihlich in Baryum- 
phosphat um. 


Verhalten der ca. 1°/oigen Losung zu Reagentien. 
a) Fillungsreactionen: 

1. Ferriammonsulfat (5°%/0): bewirkt in der Kialte keine 
Triibung: beim Erhitzen zum Sieden massiger Niederschlag. 

2. Kisenchlorid (3°/o): keine Triibung, auch nicht beim 
Krhitzen zum Sieden. 

3. Silbernitrat (3°%o): 

Quecksilberchlorid (5°/0): Anfangs eine wieder ver- 
schwindende Triibung, erst bei reichlichem Zusatz bleibende 
Triibung, schliesslich geringer Niederschlag. 

Kupferacetat (5°%o): reichlicher Niederschlag. 

6. Bletessig: ebenso. 
7. Metaphosphorsiiure: O. 

8. Essigsiure + Ferrocyankalium: 0. 

9. Tannin: dicker Niederschlag. 

10. Phosphorwolframsiiure in der mit Salzsiiure an- 
gesiuerten Losung: ebenso. 

11. Trichloressigsiiure: erst bei reichlichem Zusatz 
geringe Triibung. 

12. Gleiches Volumen gesattigter Ammonsulfatlésung: 
Niederschlag. 

13. Verdiinntes (1:3) Eiereiweiss: Triibung. 


1) Das Ammonsalz gibt dagegen starke Fallung. 
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14. Serum: !) Triibung, die sich im Ueberschuss von Serum 
grosstentheils lost, bei geringerem Zusatz bleibende Triibung, 
beim Stehen allmihlich geringer Niederschlag. 

15. Witte sches Pepton: starke, im Ueberschuss zum 
Theil losliche, Tribung; beim Stehen Niederschlag. 


b) Farbenreactionen: 

Biuretprobe: positiv. 

2. Xanthoproteinprobe: schwach positiv. ?) 

3. Millon’s Reaction: Triibung, die sich beim Erhitzen 
lost, unter Auftreten gelber, schwach roOthlicher Fiarbung, 
spiter geringer, schwach rothlicher Niederschlag. 

4. Molisch s Reaction: negativ. 

5. Adamkiewicz s Reaction: negativ.%) Dabei kommt 
in Betracht, dass sich die Substanz fast gar nicht in Eisessig lost. 

Weitere Mittheilungen hoffe ich bald machen zu konnen. 
Vor Allem soll an einem grésseren Material die Frage nach 
der Einheitlichkeit der Substanz gepriift werden, fiir welche 
bisher keine bestimmten Beweise vorliegen, und an welchen 
auch namentlich der Umstand zweifeln liisst, dass die Sub- 
stanz Spuren von Schwefel enthiilt. 


1) Hierzu ist ein Transsudat (Ascites) benutzt. da Blutserum gerade 
nicht zur Verfiigung stand. 

2) Die Paranucleinséureljsung war in diesem Falle nicht 1° o1g, 
sondern von unbekannter Concentration. 

3) Dieselbe ist mit einer kleinen Probe der Substanz direkt angestellt. 


> 
<2? 
i, 
= 
q 
| 


Ueber den Verlauf der Phosphorsdureausscheidung beim Hunger 


Von 
Fr. N. Schulz und Dr. J. Mainzer. 


‘Aus der chem, Abtheilung des physiol, Instituts zu Jena.) 


Der Redaction zugegangen am 8. Februar 1901.) 


Vor einiger Zeit hat der eine von uns auf Grund einer 
Reihe von Stickstoffbilanzversuchen die Ansicht vertreten, dass 
der Verlauf des Eiweissumsatzes bei absoluter Nahrungsent- 
viehung nicht in dem gewohnlich angenommenen Maasse von 
den stickstofffreien «Reservestoffen» des betreffenden Thieres 
abliingig sei.4) Insbesondere bezoy sich diese Meinung auf 
die intensive Steigerung des Eiweissumsatzes kurze Zeit vor 
dem Tode, welche man fiir gewOhnlich als durch das Ver- 
schwinden des Reservefettes bedingt ansieht. Im Gegensatz 
zu dieser gelaufigen Anschauung wurde als Ursache der pri- 
mortalen Steigerung des Eiweissumsatzes ein rapides Absterben 
von Korperzellen angesprochen, durch deren gréssere 
Mengen eines dem Nahrungseiweiss &quivalenten Materials in 
die Circulation gelangen konnten. 

Zur weiteren Begriindung dieser Theorie, die von meh- 
reren Seiten aus einer experimentellen Priifung zuginglich 
erscheint, wurde zuniichst neben dem Stickstoffumsatz der 
Phosphorumsatz mit in den Bereich der Betrachtung gezogen. 

Ueber den Phosphorsiiurestoffwechsel unter normalen 
und pathologischen Verhiiltnissen» liegt ein zusammenfassendes 
1) Fr. N. Schulz, Ueber das Wesen der priimortalen Stickstoff- 
steigerung. Miinchener med. Wochenschrift 1899. 

Derselbe. Beitrige zur Kenntniss des Stoffwechsels) ber unzu- 
reichender Ernihrung. Ptliiger’s Archiv, 1899, Bd. 76, 8. 379—410. 
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Referat von P. Bergell‘) vor, auf welches zur Vermeidung 
einer Wiederholung des dort Gesagten hinsichtlich der Litteratur 
im Wesentlichen verwiesen werden soll. 

Der Gedanke, der den im Nachfolgenden mitzutheilenden 
Versuchen zu Grunde lag, ist folgender: Das Eiweiss des 
Protoplasmas ist, wenn nicht ausschliesslich, so doch zum 
grossen Theil mit phosphorhaltigen Complexen verbunden. 
Die Menge dieses mit Eiweiss verbundenen Phosphors ist be- 
sonders gross in dem als Kern differenzirten Theil der Zelle, 
der als ganz besonders wichtig fiir die Lebensthitigkeit gilt, 
also voraussichtlich vom hungernden Organismus am meisten 
geschont wird. Die Richtigkeit dieser Annahme ist durch das 
Experiment bestiitigt. Nemser?) fand bei Miusen, dass beim 
Hunger die Nucleine zwar eingeschmolzen werden, aber in 
veringerem Ausmaasse als die iibrigen Bestandtheile der Zelle. 
Ks fand also bet Hungerthieren ein relativer Zuwachs an Ge- 
sammt- und Nucleinphosphorsiiure statt, der recht betrachtlich 
war. Wenn nun in der That ein rapides Absterben von 
relativ phosphorreichen Zellresten vor dem Hungertode eintritt, 
so besteht die Méglichkeit, dass das Verhaltniss des  aus- 
geschiedenen Stickstoffs zum ausgeschiedenen Phosphor sich 
mit dem Eintritt der «pramortalen Stickstofisteigerung» zu 
Gaunsten des Phosphors wesentlich verdindern wird. 

Da. soweit wir die Litteratur tibersehen konnen, Hunger- 
versuche mit gleichzeitiger Bestimmung des ausgeschiedenen 
Stickstoffs und Phosphor bis Eintritt der pramortalen 
Steigerung des Eiweissumsatzes nicht vorliegen, sahen wir uns 
zum <Anstellen einiger derartiger Versuche veranlasst.’) Es 


1) Peter Bergell. Fortschritte der Medicin, 1898, Bd. 16,5. 1—18. 

2) G. M. Nemser, Maly’s Jahresbericht, 1899, S. 661. 

3) Der Hungerversuch von Bidder u. Schmidt an der Katze 
‘Verdauungssiifte und Stoffwechsel, 1852), sowie die Versuche von Falck 
an Hunden (Beitrige zur Physiol., Pharm. u. Hygiene, 1885) sind soweit 
uns bekannt die einzigen, in welchen die ausgeschiedene P,O, bis zum 
Hungertode bestimmt wurde. Auffallender Weise verliefen aber gerade 
diese Versuche (+ an der Zahl), ohne dass eine intensive pramortale 
Steigerung des Eiweissumsatzes stattfand, sind also fiir den vorliegenden 
Zweck nicht verwerthbar. 
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wurden drei Versuche an Kaninchen und ein Versuch 
am Hunde unternommen. Da nur grosse_ Differenzen im 
Verhiiltniss N:P als beweisend fiir unsere theoretischen Ueber- 
legungen hiitten in Betracht kommen kénnen, so wurde auf 
eine absolut genaue Abgrenzung der einzelnen Tagesportionen 
verzichtet: ebenso wurde von einer Analyse des Hungerkothes 
aubgesehen, dessen Vertheilung auf die einzelnen Hungertage 
ausserdem nur mit Willkiir méglich gewesen wiire. Die Thiere 
wurden in einen Stoffwechselkifig gesetzt und jeden Mittag 
um 12 Uhr der in der untergesetzten Schale vorhandene 
Harn entnommen. Bei jeder Entnahme von Harn wurde der 
Kiifig ausgespiilt und das Sptilwasser mit dem Harn vereinigt. 
Die Kaninchen wurden bis zur Entleerung der Hauptmasse 
des von der vorgegangenen Nahrung herriithrenden Kothes 
(3 —% Tage) durch einen dichten Drahtmaulkorb am Fressen 
Kothes verhindert, um zu verhiiten, dass nachtraglich 
Nahrungsphosphor in die Circulation hereingerathe. 


Versuch I. 


-Ausgeschie- | Ausgeschie- | 


1. | 1.12 O18 62 
2. | 115 025 46 
4, | 1.54 ! 0.31 | D0 
| 2,05 | 039 dB 
8, 200 | O38 60 
9, 203 O,R2 | ga 

0. | 27 | o42 | 64 

| | 48 | 


Das Thier starb einige Stunden vor Ablauf des 11. Versuchstages. 
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Der Stickstoff wurde in diesem und den nachfolgenden 
Versuchen nach Kjeldahl! bestimmt, die P,O, mit Urannitrat 
titrirt, unter Benutzung von Cochenille als Indicator. 


Versuch Il Kaninchen (weiblich). 


_Ausgeschie- Ausgeschie- | 


Versuehstag | dene PO, | N:P,O, 
| | 
1,028 O48 
2 0,907 019 48 
3 | 1426 DH 
é 1126 O25 
| | | 987 
6. 0.953 O18 5.3 
7 | 1899 | | 7: 
1.969 | O.34 5.2 
0. | 1,703 | og | 74 


} 


Der 10. Versuchstag erstreckte sich nur tiber 12 Stunden. 


Versuch Ill. Kaninchen (weiblich). 


_Ausgeschie-  Ausgeschie- | 


Versuchstag | | done | N : P,O, 
| | 
£. | 1.42 | 0.34 | 4.2 
2 | 1,42 034 $2 
3 | 1,43 029 | 49 
1,48 029 | 49 
1,48 029 | 49 
6 420 0.21 3,7 
s | 237 | o40 | 59 
9. 279 | O53 | a2 
0. | 29 | of | 
| | 


Nas Thier starb 1 Stunde vor Beendigung des 10. Versuchstages. 
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Versuch IV. Hiindin. 
Das Versuchsthier war ein sehr gut genihrter Terrier mit stark 
entwickeltem Panniculus adiposus. Das Thier starb einige Stunden 
nach Beendigung des 20. Tages. 


Versuchstag | N:P,O 
dener N in g dene P,O, ing 


| | | 


I. | | 
2. | | 
3. | 4OO | 0,97 
4. | — 
| O65 | 4.8 
| 3.76 | O85 4b 
0. | 544 | 140 | 47 
11. | 2298 | O50 | 4G 
12. | 2.93 | 0.52 | 5.6 
13. | | — 
14. 599 | 6B 
15. 069 | 63 
16. 362 | O56 6.5 
17. 393 | 066 | 60 
18. | | 082 63 
19. 686 | 123 | 56 
2). 7 A4 118 | 60 


Dieser Versuch verliert an Uebersichtlichkeit dadurch, 
dass die Harnentleerung namentlich in der ersten Zeit sehr 
unregelmiissig war. ‘Trotzdem geht aus den gefundenen Zahlen 
hervor, dass der Verlauf des Eiweissumsatzes etwas von dem 
gewoOhnlichen Schema abweicht. Es ist keinesfalls in den 
ersten Tagen das iibliche langsame Abfallen des Eiweiss- 
umsatzes unter der Nachwirkung der vorangegangenen Er- 
nihrung mit EKiweiss zu beobachten, sondern der Versuch setz! 
offenbar mit einem Minimum des Eiweissumsatzes ein. Wahr- 
scheinlich hat das Versuchsthier vor dem Beginn des Versuches 
eine eiweissarme, fett- und kohlehydratreiche Kost bekommen. 
Kin besseres Bild lisst sich aus nachfolgender Tabelle gewinnen, 
in der Versuchstag 1—7, sowie 8-—15 zusammengezogen sind. 
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Versuchs- Ausgeschiedener | Ausgeschiedene | 


tag Nin g pro die PLO; in g pro die a 

1.—7. 1,55 | O35 

8.—15. 305 0.58 5.3 
16. 3.62 | 0.56 
17. 3.93 | 0.66 60 
Is. 5.13 0,82 6.3 
19. | 6.86 1,23 56 
20, 7.14 1.18 


Vor der Besprechung der mitgetheilten Versuche sei ganz 
besonders hervorgehoben, dass bei allen 4 Versuchsthieren 
trotz der sehr ausgesprochenen pramortalen Steige- 
rung des Eiweissumsatzes das makroskopisch sicht- 
bare Fettgewebe durchaus nicht voéllig verschwunden 
war. Namentlich der zu dem einen Versuche benutzte Hund 
hatte noch einen nicht unbetrichtlichen Panniculus adiposus. 
Unter diesen Umstiinden wurde auf eine quantitative Fett- 
bestimmung in den Organen der Versuchsthiere verzichtet. 
Aus diesen Beobachtungen erhellt aufs Neue, dass zur Zeit 
des Eintretens der primortalen Stickstoffsteigerung von einem 
absoluten Fettmangel keine Rede sein kann, sondern héchstens 
von einem relativen.?) 

Wenden wir uns nun zur genaueren Betrachtung der Ver- 
suchsreihen, speciell zu der Frage, inwieweit dieselben sich zur 
Stiitzung der Eingangs erwéhnten Theorie verwerthen lassen. 

Die im Harn zur Ausscheidung gelangende Phosphor- 
siiure stammt einmal von den anorganischen Phosphaten (der 
Nahrung und der Knochen etc.), andererseits von organisch 
gebundenem Phosphor der verschiedenartigsten Korper (Leci- 
thin, Nuclein ete.), verdankt also physiologisch durchaus ver- 
schiedenen Bestandtheilen des Organismus ihren Ursprung. 
Hierdurch wird die Verwerthung der fiir die ausgeschiedene 
gefundenen Zahlen ausserordentlich erschwert. Auch bei 


1 Niheres s. bei Schulz. 1. e. 
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absoluter Nahrungsentziehung bleibt diese Schwierigkeit be- 
stehen, da auch hier fortwihrend anorganische Phosphate der 
Knochensubstanz verhiiltnissmiissig betriachtlichen Mengen 
zum Einschmelzen gelangen und die im Harn auszuscheidende 
Phosphorsiiture vermehren.+) Die physiologische Verschieden- 
aurtigkeit des organisch gebundenen Phosphors ist insofern 
leichter zu tiberwinden, da der eine Haupttheil des organisch 
vebundenen Phosphors, der im Nervensystem eine Rolle spielt, 
auch beim Hungerthier einen constanten Factor darstellen 
diirfle. Der andere Haupttheil des organisch gebundenen Phos- 
phors ist in Form von nucleinartigen Substanzen auf die ver- 
schiedensten Organe in wechselnden Mengen vertheilt. Da das 
Zusammenwirken der Thiitigkeit der einzelnen Organe— bet 
volliger Nahrungsentziehung wesentlich alterirt ist, so muss 
auch das Verhiiltniss der Phosphorsiiure zu den anderen Stofl- 
wechselendprodukten dadurch veriindert werden und auch in 
den einzelnen Abschnitten der Hungerperiode verschieden sein, 
ihnlich wie sich ja schon innerhalb 24 Stunden entsprechend 
den verschiedenen Tageszeiten Schwankungen in diesem Ver- 
hiiltnisse nachweisen lassen (s. Bergell |. ¢. 5.3). So zeigen 
denn auch unsere Versuchsreihen derartige Schwankungen im 
Quotient N: P,O., auf deren Bedeutung gleich noch zurtick- 
vekommen werden soll. Die Unterschiede halten sich jedoch 
innerhalb auffallend enger Grenzen, sodass der Gedanke 
nahe gelegt wird, dass wiihrend der ganzen Hungerzeit die 
Zellbestandtheile der einzelnen Organe in annihernd gleichen 
wechselseitigen Mengenverhiiltnissen zur Einschmelzung  ge- 
langen. Der Theil der Versuche, auf den wir unser Augen- 
merk besonders richteten, die Zeit der primortalen Steigerung 
des Eiweissumsatzes, verlief anders, als wires nach den theo- 
retischen Ueberlegungen erwartet hatten. Es trat keine wesent- 
liche Aenderung in dem Verhiiltnisse N:P,O, ein. Es_ ist 
zwar in allen vier Versuchen wihrend der Zeit der pramor- 
lalen Steigerung der Stickstoffausscheidung ein zeitweiliges 
rascheres Ansteigen der P,O;-Ausscheidung zur Beobachtung 


1) s. Bergell’s Referal, 6. 
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gelangt, sodass N: P,O, auf 4,8, 4,9, 5,2, 5,6 sinkt, aber die 
Differenzen sind doch viel zu geringfiigig und voriibergehend, 
um daraus auf eine principielle Aenderung in der Art des zur 
Kinschmelzung gelangenden Materials schliessen zu konnen 
Ausserdem ist auch zu berticksichtigen, dass durch Vernach- 
liissigung des ausgeschiedenen Hungerkothes eine wenn auch 
geringe Fehlerquelle gegeben ist, welche die beobachteten 
kleinen Differenzen erkliren kénnte. 

Es erhebt sich nun die fiir uns wichtige Frage, ob durch 
den im gewissen Sinne negativen Ausfall unserer Versuche 
irgend eine Entscheidung tiber das Wesen der priimortalen 
Stickstoffsteigerung gefiillt ist. Dies ist nach unserer Meinung 
nicht der Fall. Es haben unsere Versuche zuniichst wieder 
eine willkommene Bestiitigung der Thatsache gegeben, dass 
von einer absoluten Fettarmuth oder gar Fettfreiheit als Ur- 
sache der priamortalen Stickstoffsteigerung keine Rede sein 
kann. Es konnte sich also nur um eine relative Fettarmuth 
handeln in dem Sinne, wie sie der eine von uns friiher'!) 
erdrtert hat, um eine Concurrenz zwischen dem allmihlich 
versiegenden, aber immerhin noch vorhandenen Fett und dem 
noch in reicherer Masse zur Verfiigung stehenden Organeiweiss. 
Diese fiir ganz extreme, fiir gewOhnlich wohl nur kiinstlich 
darstellbare Fiélle bestehende Méglichkeit glauben wir jedoch 
fiir unsere Versuche ebenfalls mit Bestimmtheit ausschliessen 
zu konnen. Zunichst diirfte von einer Concurrenz zwischen 
Kiweiss und Fett doch nur dann die Rede sein, wenn das im 
Panniculus adiposus gewissermassen ausserhalb der Organisation 
stehende Fett verbraucht ist, was bei allen unseren Versuchs- 
thieren nicht der Fall war. 

Sodann handelt es sich um Thiere, die vor dem Beginn 
des Versuches mit einer Kost ernihrt waren, die elweissarm, 
dafiir reich an stickstofffreien Nihrstoffen war, bei denen also 
die Bedingungen fiir ein Ueberwiegen des Korpereiweisses 
vegeniiber dem Reservefett modglichst ungiinstig waren. Be- 
sonders lehrreich in dieser Hinsicht ist der Versuch am Hund. 


1) Schulz. |. ¢.. S. 384 u. 409. 
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Ks war mit Absicht ein Thier mit starkem Panniculus adiposus 
sewihlt worden. Der von der Regel abweichende Verlauf des 
Kiweissumsatzes zeigte ausserdem auf das Deutlichste an, dass 
gerade das Eiweiss gegeniiber dem Fett geschont wurde. 

Ks bleibt also die Thatsache unbedingt bestehen, dass 
die gewohnlich zur Erklirung der priimortalen Stickstoffsteigerung 
herangezogene Annahme nicht geeignet ist, diese Erscheinung 
in ihrem vollen Umfang zu erkliiren. 

Was nun die von dem einen von uns friiher aufgestellte 
Hypothese eines rapiden Absterbens von Zellen schon vor dem 
Tode des Gesammtorganismus anbelangt, so ist dieselbe durch 
die mitgetheilten Versuche zwar nicht wahrscheinlicher gemacht 
worden. aber auch keineswegs widerlegt. Wir hatten zwar 
vor Anstellen der Versuche einen anderen Verlauf erwartet: 
es konnte sich aber natiirlich nur um Vermuthungen handeln. 
da unsere Kenntniss von der Rolle des Phosphors im thierischen 
Organismus noch in vielen wichtigen Punkten der Aufklirung 
bedarf. So viel steht jedoch fest (namentlich durch die Unter- 
suchungen von ROhmann und seinen Schiilern), dass die an- 
organischen Phosphate eine wesentlich andere Rolle spielen 
wie der organisch gebundene Phosphor. Dieser Letztere besitzt 
in hohem Maasse die Eigenschaft, vom Organismus zuriickge- 
halten zu werden, wiihrend die anorganischen Phosphate an- 
scheinend vom Thier nicht zum Aufbau organischer Phosphor- 
verbindungen verwerthet werden. Da der bei einem eventuellen 
Absterben von Zellen freiwerdende Phosphor vorwiegend in 
organischer Bindung in die Circulation gelangen diirfte, wiire 
es sehr wohl moglich, dass derselbe von den tiberlebenden 
Zellen zum Ersatz verlorener Bestandtheile zurtickbehalten wiirde. 

Der negative Ausfall unserer Versuche beweist also nicht. 
dass nicht doch gréssere Mengen von Phosphor, aus abge- 
storbenen Zellen stammend, in die Circulation gelangt sind, 
sondern nur, dass kein Ueberschuss von Phosphorsiiure zur 
Ausscheidung gelangt Ist. 

An dieser Stelle mége hervorgehoben werden, dass wir 
wohl erwogen haben, ob nicht unter diesen abnormen Ver- 
hiiltnissen auch abnorme grosse Mengen von Phosphor in 
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organischer Bindung in den Harn gelangten und dann dort 
eventuell der Titration mit Uran entgingen. Um dies festzu- 
stellen, wurden einige der Harne, welche der Zeit der pramor- 
tellen Steigerung entstammen, auf organisch gebundenen Phos- 
phor untersucht. 

Zunachst wurden Harne einmal direkt und ein zweites 
Mal nach vorherigem Kochen mit stirkerer Salzsaure titrirt. 
Die Titration ergab keine nachweisbaren Unterschiede. (Natiir- 
lich wurde der angesi&uerte Harn vor der Titration neutralisirt.) 
Sodann wurden andere Harne analog dem von Oertel') zur 
quantitativen Bestimmung angewandten Verfahren qualitativ 
auf organisch gebundenen Phosphor untersucht, mit dem Er- 
gebniss, dass die nachweisbare Menge so gering war, dass wir’ 
ein Recht hatten, sie bei unseren Versuchen zu vernachliassigen. 

Wir halten unser Versuchsmaterial nicht fiir ausreichend, 
um in die Discussion tiber den « Phosphor-Stoffwechsel » im 
Allgemeinen einzugreifen, so verlockend dies bei der Fiille von 
Problemen, die sich auf diesem Gebiete entgegenstellen, er- 
scheinen mochte. 


1) Oertel, Zeitschr. f. physiol. Chemie, I898, Bd. XXVI, 8. 125. 
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Die Oxydationsprodukte des Arginins 
Von 
Dr. Elophe Bénech und Fr. Kutseher. 
I. Mittheilung. 


(Aus dem physiologischen Institut in Marburg. 


(Der Redaction zugegangen am 11, Februar 1901.) 


Im Beginn des Sommersemesters 1899 war von Herrn 
Professor Kossel dem Herrn Dr. Bénech die Aufgabe ge- 
stellt worden, zu untersuchen, ob sich bei der Oxydation der 
(relatine Hexonbasen bilden oder nicht. Das Resultat dieser 
Untersuchungen ist von Bénech in der Revue générale des 
sciences (Jahrg. 11. 5. 788—798) mitgetheilt worden. Dasselbe 
steht im Gegensatz zu den Angaben. die Bernert = vorher 
liber die Oxydationsprodukte des Eieralbumins gemacht hatte. 
Nach den Angaben Bernert’s!) sollte das Eieralbumin_ bei 
der Oxydation durch Kaliumpermanganat die drei Hexonbasen 
Histidin, Arginin, Lysin liefern. Bénech dagegen konnte bei 
seinen zahlreichen Oxydationsversuchen der Gelatine nicht 
einmal das Arginin, das uns in Folge der ausgezeichneten 
von Kossel angegebenen Isolirungsmethode leicht zugiinglich 
geworden ist, unter den Oxydationsprodukten der Gelatine 
nachweisen. 

Daraufhin begann Bénech, auf Veranlassung von Herrn 
Professor Kossel, das Verhalten der einzelnen rein dar- 
gestellten Hexonbasen, namentlich aber des Arginins gegen 
Oxydationsmittel zu priifen. Diese Arbeit musste Herr Bénech 
vor threr Beendigung abbrechen. Auf meine Bitte iiberliess 
Herr Professor Kossel es mir, die Versuche von Bénech, so 
weit sich dieselben auf die Oxydation des Arginins bezogen, 
abzuschliessen. 


la. 


1, Diese Zeitschrift Bd. XXVIL Ss. 2 
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Aus den yon Bénech gemachten Vorarbeiten wusste 
ich, dass das Arginin durch die verschiedensten Oxydations- 
mittel sehr leicht angegriffen wird. Auch vermuthete Beénech 
bereits, dass das Arginin bei der Oxydation Guanidin und 
eine Amidosiure liefern kénnte. Doch vermochte ich wohl 
charakterisirte krystallinische Oxydationsprodukte des Arginins 
nicht zu gewinnen. Erst als ich als Oxydationsmittel Baryum- 
permanganat brauchte, das Herrn Dr. Steudel') bei der Oxy- 
dation des Thymins gute Dienste geleistet hatte, ermelt ich 
befriedigende HResultate. 

Meine Versuchsanordnung bei der Oxydation des Arginins 
durch Baryvumpermanganat war folgende: 

4,0 g kohlensaures Arginin wurden in 100 cem. Wasser 
gelost, aul 30° C. erwarmt und nun mit 8,0 g Baryumper- 
manganat, die in 200 ccm. Wasser gelOst waren, versetzt. 
Darauf wurde das Ganze zwei Stunden im Brutschrank bei 
30° C. gehalten schliesslich im Wasserbade auf 60° 
erwarmt. Dabei schnell Entfirbung der Fliissigkeit 
Wiahrend der Oxydation entwickelte sich reichlich Ammoniak. 
Nach eingetretener Entfirbung wurde sofort vom Mangan- 
schlamm abfiltrirt. In das Filtrat wurde Kohlensiiure eingeleitet 
und danach die Fliissigkeit auf ein kleines Volumen (ca. 50 cem.) 
eingeengt. Es schied sich dabei etwas Baryumearbonat ab. 
Dasselbe wurde durch Filtration entfernt. Das neue schwach 
alkalisch reagirende Filtrat wurde mit einer gesittigten Losung 
von Natriumpikrat versetzt. Sofort fiel ein schwerldsliches 
Pikrat aus, das nach 24 Stunden abgesaugt, mit Wasser ge- 
waschen und aus siedendem Wasser umkrystallisirt wurde. 
Ich erhielt so 1,7 g einer wohl krystallisirten Verbindung. 
Kine Stickstoffbestimmung erwies dieselbe als Guanidinpikrat. 

Es gaben bei der Verbrennung 0,1316 g Substanz bei 
12° C. und 750 mm. Ba 33,2 ccm. Stickstoff. 

Fiir CH,N,-C,H,N,O, 
Berechnet Gefunden 
N = N = 29,7%o 


1) Aus den Sitzungsberichten der Gesellschaft zur Bef6rderung der 
gesainmten Naturwissenschaften zu Marburg Nr. 2 Januar 1901. Diese 
Zeitschrift Bd. XXXII, S. 241. 
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Ein Theil des Pikrates wurde in die charakteristische 
Goldverbindung itibergefiihrt und ebenfalls analysirt. 

0.1148 g Goldsalz gaben 0,0565 g Au. 

Fiir AuCl, 
Berechnet Gefunden 
Au = 49,4°/o Au = 49,2°%o. 

Durch das Auffinden des Guanidins unter den Oxydations- 
produkten des Arginins wird die auch durch die Synthese 
vestiitzte Annahme von E. Schulze und Winterstein, nach 
der das Arginin ein Derivat des Guanidins ist, vollkommen 
bestatigt. Da wir weiter iiber die zweite Componente des 
Arginins nach den Arbeiten von KE. Schulze?) und Ellinger?) 
nicht in Zweifel sein kénnen, dieselbe muss x-Amido-Normal- 
valeriansiiure sein, so dtirfen wir das Arginin analog dem 
Kreatin als bezeichnen. 

Die vorstehenden Beobachtungen scheinen mir noch in 
anderer Hinsicht von Interesse zu sein. Bekanntlich ist von 
Lossen*) bei milder Oxydation des Eiweisses mit Kalium- 
permanganat als stiindiges Oxydationsprodukt Guanidin erhalten 
worden. Nachdem wir gezeigt haben, dass das Arginin bei 
einem Oxydationsverfahren, welches dem von Lossen') an- 
gewandten sehr ahnlich ist, reichlich Guanidin zu liefern vermag, 
kann iiber die Atomgruppe des Eiweisses, aus der bei der 
Qxyvdation das Guanidin hervorgeht, kaum ein Zweifel bestehen. 
Ks muss dieselbe sein, die bei der hydrolytischen Spaltung des 
Kiweisses Arginin liefert, also der Hexonkern Kossel s.*) 


1) Inese Zeitschrift Bd. XAVI, 1. 

2, Berichte der deutschen chem. Gesellsch, 32, S. 31$1. 

3) Diese Zeitschrift Bd. XXIX, 8S. 334 u. Berichte der deutschen 
chem. Gesellsch. 31, 3. 3183. 

4) Annalen der Chemie u. Pharmacie Bd. 201, 5. 369, 

> Aus den Sitzungsber. d. Gesellschaft zur Beford. d. ges. Naturw. 
zu Marburg. Sitzung vom 6. April u. Diese Zeitschrift Bd. XXXI, 8. 175. 
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Ueber das Ichthulin des Kabeljau. 
Von 


P. A. Levene. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abtheilung des pathologischen Instituts der 
New-Yorker Staatshospitiler.) 


(Der Redaction zugegangen am 12. Februar 1901.) 


Die Untersuchungen tiber die chemischen Bestandtheile des 
Spermas verschiedener Fische, die im Laboratorium von Prof, 
A. Kossel wihrend der letzten Jahre gemacht wurden, haben 
die Thatsache ergeben, dass dasselbe Organ bei verschiedenen 
Thieren eine verschiedene chemische Zusammensetzung haben 
kann. Die Unterschiede, die an den Protaminen verschiedener 
Fische gefunden wurden, haben viel dazu beigetragen, unsere 
jetzigen Kenntnisse tiber die Zusammensetzung des Proteid- 
molekiils zu fordern. 

Der Hauptbestandtheil des Eidotters ist die Paranucleo- 
verbindung, die mit Recht als die Muttersubstanz aller Nucleo- 
verbindungen des entwickelten Organismus betrachtet werden 
kann. Man schien zur Annahme berechtigt, dass das Studium 
der Paranucleoverbindungen der verschiedenen Fische uns dazu 
verhelfen wird, die chemische Natur dieser Verbindungen zu 
ergrinden, 

Die einzige Substanz, der ein griindliches Studium = zu 
Theil wurde, ist das von Walter!) untersuchte Ichthulin des 
Karpfeneies. 

1) Diese Zeitschrift. Bd. XV, 8. 477. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXII 1 
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Wiihrend der Winter 1898—1899 und 1899—1900 hatte 
ich eine ziemliche Quantitét von Kabeljaueiern zur Verfiigung, 
die mir die Gelegenheit gab, folgende Studien zu machen: 

Der Fischrogen war gut mit Sand zu einem dicken brei 
zerrieben und durch eine Handpresse gepresst. Die Eier mit 
dem Sande wurden in grosse mit 5° oiger Chlorammonium- 
lisung gefiillte Flaschen tibertragen. Sie wurden zunichst mit 
dieser Fliissigkeit ‘allen, spiiter unter Zusatz ziemlich grosser 
Quantitiiten Aether geschiittelt, dann tiber Nacht stehen gelassen. 
Alsdann wurde die Losung abgehebert, filtrirt und mit wenig- 
stens 20 Volumina Wasser verdiinnt. 

Der dabei entstehende Niederschlag wurde mehrmals mit 
Wasser gewaschen, nochmals mit 5°/oiger L6sung von Chlor- 
ammonium aufgenommen und in einem Scheidetrichter mit 
Aether geschiittet. Die Losung wurde wieder mit 20 Volumina 
Wasser niedergeschlagen und mehrmals gewaschen. Dieses 
Verfahren wurde so lange wiederholt, bis das Waschwasser 
keine Spur von Biuretreaction zeigte. Der Niederschlag wurde 
alsdann mit heissem und kaltem Alkohol extrahirt. 

Der Niederschlag, der urspriinglich vollstiindig weiss war, 
wurde durch die Behandlung mit heissem Alkohol orangegelb. 

Er wurde zuletzt mit absolutem Alkoholund Aether extrahirt. 

Diese Substanz kann auch durch Kohlen- oder Essig- 
siiure niedergescblagen werden. In letzterem Falle muss die 
Siiure sehr vorsichtig zugefiigt werden. 

1 com. 1°/oige Essigsiiure zu 100 ccm. der Loésung geniigt 
zur Ausfiillung. Zur Wiederaufldsung des Niederschlags diirfen 
nur ganz verdiinnte Losungen von Alkalien benutzt werden. 

Die Analyse eines Priiparates, das durch die erste Methode 
gewonnen wurde, ergab die folgende Zusammensetzung : 

1. 0.3156 g der Substanz ergaben bei der Verbrennung 0,602 ¢ 
C= 62,31 und 0.2118 H,0; H =7,42°)o. 

2. 0.2145 g der Substanz ergaben bei der Verbrennung 0.4137 ¢ 
CO,; = 52,57 %o und 0,1463 H,O; H = 7,48 %o. 

3. 04795 g der Substanz, nach Kjeldahl behandelt, ergaben 
N = 15,96 %. 

4. 0.2482 g der Substanz wurden mit Natronhydrat und Kalium- 
nitrat geschmolzen, Mg,P,0, = 0,0058; P = 0,652. 
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5. 0.2996 g der Substanz, mit Natronhydrat und Kaliumnitrat ge- 
schmolzen. ergaben 0,0201 BaSO,; = 0,92 


In der folgenden Tabelle sind die Ichthuline verschiedener 
Forscher verglichen: 


C H N Fe O 
Fremy 52,5—53,3 8,82 15,2 1,00 0,6 22,7 
Gobley 52.6 454 15,5 0,90 0,37 23,24 
Walter 93,52 7,6 15,63 0,41 0,43 0,10 22,19 


Levene 52,44 7.45 15.96 092 0,65 22.58. 

In dieser Weise finden wir nur einen geringen Unter- 
schied zwischen der Zusammensetzung des Ichthulins beim 
Kabeljau und dem von Walter untersuchten. 

Ks war von Interesse auch die anderen Eigenschaften 
dieses Ichthulins mit denen des Karpfenichthulins zu vergleichen. 

Das Paranucleoproteid von Walter unterscheidet sich 
von jedem anderen durch zwei Eigenschaften : 

1. Es bildet bei hydrolytischer Spaltung eine reducirende 
Substanz, 2. es bildet bei der Behandlung mit Alkalien keine 
Paranucleosiiure, obgleich es durch Pepsinsalzsaure zu einem 
Nuclein verdaut wird. Um das Kohlenhydrat zu gewinnen, 
wurden Walter's Vorschriften genau befolgt, doch konnte 
ich keine reducirende Substanz erlangen. Das Experiment 
wurde 2 Mal wiederholt, einmal mit 5 g und das andere Mal 
mit 5g der reinen Substanz. Hier also ist ein Unterschied 
zwischen dem Ichthulin des Kabeljau und dem des Karpfens. 

Es wurde dann versucht, Paranucleinsiiure daraus zu 
gewinnen. Dieselbe Methode, die ich fiir Nucleinsiiure ange- 
wandt hatte, ermodglichte eine Substanz zu gewinnen, die in 
ihren Eigenschaften der Vitellinséiure aéhnlich ist. Das Ichthulin 
wurde in 80° oigem Ammoniakwasser aufgelOst und genau in 
derselben Weise behandelt, wie das Vitellin zum selben Zwecke. 
Die dabei gewonnene Substanz hatte folgende Zusammensetzung : 


C- und H-Bestimmung. 


1) 0.2080 g der Substanz ergaben bei der Verbrennung 0,2483 g CO, 
C = 323,55 und 0,1114 H,O; H = 5,95. 

2) 01782 g der Substanz ergaben bei der Verbrennung 0,2123 g 
CO,; © = 32,57 und 0,097 H,O; H = 6,05. 
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0.2294 der Substanz ergaben bei 719mm. Bar. und 14°C 29 ccm. 
Stickstoff (volumetrisch); N = 14,03. 

0.3196 g der Substanz mit Natronhydrat und Kaliumnitrat ge- 
schmolzen ergaben 0,1189 g Mg,P,0,; P = 10,39°%o. 

0,500 der Substanz mit Natronhydrat nnd Kaliumnitrat ge- 
schmolzen ergaben 0,0053 BaSO,; S = 0,146°%o; und 0,1843 Mg,P,0,; 
P = 


In der folgenden Tabelle sind die Analysen der Vitellin- 
saure und Ichthulinsiure verglichen. 


Vitellinsaure 1) Ichthulinsaure 
32,31 32,56 
H 5,58 6,00 
N 13,13 14,03 
0.3266 0.146 
G88 10.34. 


Dieser Analyse nach ist der Unterschied zwischen den 
beiden Siiuren nicht bedeutend, und ist wahrscheinlich dem 
Proteidtheil des Molekiiles zuzuschreiben. 

In allen ihren Eigenschaften ist diese Substanz derjenigen 
der Vitellinsiiture iihnlich. Sie gibt dieselbe Farbenreaction. 
Die Wirkung des Alkohols auf die Loésung der Natriumsalze 
ist auch dieselbe, und sie verhiilt sich auch gegeniiber dem 
Verfahren von Schmiedeberg ebenso wie die Vitellinsiure. 

Das Ichthulin des Kabeljau unterscheidet sich also von 
dem des Karpfens dadurch, dass es bei der Hyvydrolyse kein 
Kohlenhydrat) erzeugt und bei der Behandlung mit Alkalien 
eine Substanz abgibt. die derjenigen der Vitellinsiiure ihnlich 
ist. Dieses Icehthulin ist daher mehr dem Vitellin, als dem 
von Walter beschriebenen Ichthulin faéhnlich. 


1), Diese Zeitschrift, Bd. S. 549. 
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Das Verhalten einiger Pyrimidinderivate im Organismus. 


Von 
H. Steudel. 


(Aus dem physiologischen Institut zu Marburg a. L.) 
(Der Redaction zugegangen am 1. Marz 1901.) 


Die Frage nach der Herkunft der Harnsiiure im thierischen 
Organismus hat schon seit langen Zeiten das Interesse der 
Physiologen und Kliniker lebhaft beschaftigt, und zahlreich sind 
die Versuche, in denen eine Losung dieser fiir den thierischen 
Haushalt grundlegenden Frage angestrebt wurde. Aber erst, 
nachdem durch die Arbeiten Kossel's die Nucleinsiiuren als 
Muttersubstanzen der Alloxurkorper erkannt waren, wiihrend man 
friiher die Purinkérper noch zu den Bestandtheilen des Eiweisses 
rechnete, wurde die Forschung nach der Entstehung der Harn- 
siiture in sichere Bahnen gelenkt. Naturgemiiss richtete sich 
das Hauptaugenmerk aller Beobachter zuniichst auf das Ver- 
halten der bis jetzt bekannten Bestandtheile der Nucleinsiiuren, 
wiihrend der noch unbekannte Rest nur nebenher Beachtung 
fand, und die Alloxurkérper wurden demgemiiss in mehr oder 
minder hohem Grade fiir die Bildung der Harnsiiure  theils 
direkt, theils indirekt verantwortlich gemacht. Nachdem nun 
aber unter den Spaltungsprodukten der Nucleinsiiuren auch 
Substanzen aus der Pyrimidinreihe ') aufgefunden worden waren, 
musste man doch daran denken, ob nicht auch der animalische 
Organismus die Fihigkeit habe, aus diesen einfacheren Ver- 
bindungen Alloxurkérper aufzubauen und so durch Anlagerung 
eines Harnstoffrestes an den Pyrimidinkern Purinderivate zu 
liefern. Der Gedanke schien umsomehr erwigungswerth, als 
bekanntlich die erste wirklich rationelle Synthese der Harn- 
siure von Behrend und Roosen®) experimentell tiber Derivate 
aus der Pyrimidinreihe hin ausgefiihrt ist und derselbe Weg 
1) Diese Zeitschrift, Bd. 32, 5. 244. 
2) Liebig’s Annalen, Bd. CCLI, 5S. 235. 
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sich nach den Versuchen von Traube?!) auch zur synthetischen 
Darstellung anderer Alloxurkérper als gangbar erwiesen hat. 
Die Synthese der Harnséure nach Behrend und Roosen?) 
verliuft, kurz zusammengefasst, in folgender Weise : 
Harnstoff und Acetessigester condensiren sich zu 3-Ura- 
midocrotonsiureester, 


NH, CO—CH, NH— C —CH, 
| | 

CO + CH, = 
| | | | 

NH,  COOC,H, NH, COOC,H, 


Dieser Ester, mit KOH verseift, gibt das Kaliumsalz der 
entsprechenden Siure, die im freien Zustande aber gleich H,O 
abspaltet und in ihr Anhydrid, Methyluracil, tibergeht. 


| 

CO CH CO CH + H,0. 
| | | | 

NH, COOH NH — CO 


Das Methyluracil wird durch rauchende Salpetersidure in 
Nitrouracilcarbonsiiure verwandelt: 


NH — C — CH, NH — C— COOH 

| | 

CO CH + HNO,+30 = CO G—NO, + H,0. 
| | | 

NH — CO NH — CO 


Die Nitrouracilcarbonsiiure spaltet beim Erhitzen ein 
Molekiil CO, ab und geht in Nitrouracil tiber: 


NH —€— COOH NH — CH 

|| | 

! | | 

NH — CO NH CO 


Das Nitrouraeil liefert bei der Reduction mit Zinn und 
Salzsiiure theils Amidouracil, theils Isobarbitursiiure : 


NH—CH NH—CH 
(0 = CO + 2H,0. 
NH— CO XH — CO 

NH—CH NH—CH 
CO (NO, + 3H, + HCL = CO COH NH,Ci H,0. 
XH — CO 


1) Ker. d. deutsch. chem. Ges., 1900, Bd. XXXII, S. 1371. | 


2) loc. cit. 
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Durch Oxydation mit Brom erhalt man aus der Isobar- 
hitursiiure die Isodialursiiure, die das Verbindungsglied der 
Pyrimidin- mit der Purinreihe darstellt, denn, mit Harnstoff bei 
Gegenwart von concentrirter Schwefelsiiure erwarmt, condensirt 
sie sich leicht zu Harnsiiure: 


NH—CO NH— CO 

| | | 

CO COH + NH = CO C—NH. + 2H,0. 

NH—COH NH — — 
Isodialurséure Harnsaure. 


Ich habe nun das Verhalten dieser siimmtlichen Kérper 
im Organismus gepriift: als Versuchsthier wiihlte ich einen 
Hund (weibl. Foxterrier von 6200 g¢ Gewicht), dem die Sub- 
stanzen in Dosen von tiglich 1 g Morgens, in Hackfleisch ge- 
wickelt, per os verabreicht wurden. Der mit dem Katheter 
zweimal tiiglich entnommene Harn wurde dann eingeengt und 
auf in Wasser schwerlosliche Korper, eventuell nach Extraction 
des Harnstoffs mit Alkohol, gefahndet. Bei negativem Ausfall 
wurde eine Fiillung mit ammoniakalischer SilberlOsung, resp. 
Silbernitrat und Baryt, mit der siimmtliche oben aufgefiihrte 
Korper, sowie etwaiges Allantoin u. s. w., schwerlosliche Ver- 
hindungen geben, zu erhalten versucht, die dann in der Wirme 
mit H,S zersetzt, heiss filtrirt und zur Krystallisation ein- 
geengt wurde. 

Dabei wurde nun gefunden, dass das Methyluracil 
reichlich aus dem Harn wieder erhalten werden konnte. Es 
krystallisirte schon spontan bei ruhigem Stehen aus und 
lieferte nach einmaligem Umkrystallisiren den theoretisch ver- 
langten Stickstoffwerth. 


0.1676 g gaben 32,0 ccm. N ber t = 12° und p = 74,4 cm. 
Berechnet fiir CJH,N,O, : Gefunden: 
22,28 22,35 ° 


Um mich zu tiberzeugen, ob nicht etwa sich ein Isomeres 
gebildet hatte, habe ich 1 g der Oxydation mit Kalium- 
permanganat unterworfen und den fiir das Methvluracil als 
Spaltungsprodukt charakteristischen. bei 215° schmelzenden 
Acetylharnstoff erhalten. 

Die verfiitterte Nitrouracilcarbonsiiure konnte ich 
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dagegen im Harne ebensowenig wie einen anderen schwer- 
loslichen Korper finden, es gelang mir weder, sie als schwer- 
lOsliches Kaliumsalz, noch als Silberverbindung zu erhalten, 
so dass dieser Korper also wohl eine vollkommene Spaltung 
im Organismus erfahren hat. 

Nitrouracil liess sich wiederum leicht unverdndert aus 
dem Harn zurtickgewinnen; mit ammoniakalischer Silberl6sung 
umgefillt und mit HCl wieder in Freiheit gesetzt, gab es bei 
der volumetrischen Stickstoffbestimmung den verlangten Werth. 


0.1432 ¢ lieferten 32,8 com. N bei t = 10° und p = 74,2 cin. 
Berechnet fiir : Gefunden : 
26,80 26,88 %o. 


Nach der Verfiitterung von Isobarbitursiure und Iso- 
dialursiiure endlich tritt ebenfalls kein schwerlésliches Conden- 
sationsprodukt) im Harn auf, da ich auch hier mit ammonia- 
kalischem Silber nicht irgendwie nennenswerthe Niederschliige 
erhalten habe, ein Resultat, das das gleiche war, als ich dem 
Hunde Thymin und ferner das 2,6 Dioxypyrimidin aus 
Hefenucleinsiiure verabreicht hatte. Es erschienen aber auch 
nicht die verfiitterten Korper im Harn wieder. Eine Synthese 
war also bei keiner der Substanzen eingetreten; besonders aut- 
fallend ist, dass im Gegensatz zum Thymin (5 Methyl- 2,6 dioxy- 
pyvrimidin) das nur in der Stellung der Methylgruppe von ihin 
verschiedene Methyluracil (4 Methyl- 2,6 dioxypyrimidin) den 
spaltenden Kriiften des Organismus Widerstand leistet. Ebenso 
wird das Nitrouracil (5 Nitro- 2,6 dioxypyrimidin) vom Thier- 
kOrper nieht angegriffen, so dass also die Nitrogruppe in der- 
selben Stellung wie die Methylgruppe den Pyrimidinring vor 
einer Spaltung mit Erfolg zu schiitzen vermag. 

lm die Reithe der zur Beobachtung herangezogenen 
Pyrimidinderivate noch etwas zu vergréssern, habe ich dann 
ferner das nach der von Traube?!) angegebenen Methode dar- 
vestellte 2.4-Diamino 6-oxypyrimidin 


1) loc. cit. 
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und das 2,4,5-Triamino 6-oxypyrimidin 
N= CO 
NH, CNH, 
N—(--NH, 

auf ihr Verhalten im Thierkérper gepriift. Beide, in Form 
ihres Sulfats dem Hunde in gewohnter Weise zu je 1 g ver- 
abreicht, erwiesen sich, wihrend alle anderen Korper keine 
St6rungen hervorgerufen hatten, als toxisch: nach dem Ge- 
nuss des Diaminooxypyrimidinsulfats trat Erbrechen auf, so 
dass ich von einer weiteren Verfiitterung Abstand nahm, und 
das Triaminooxypyrimidin rief ebenfalls erhebliche Stérungen 
im Allgemeinbefinden des Versuchsthieres hervor. Der Hund 
hatte etwa eine Stunde nach Verabreichung der Substanz starken 
brechreiz, ohne jedoch etwas von sich zu geben, er winselte und 
heulte, hatte keine Fresslust und lag fast den ganzen Tag in 
seinem Kiifig interesselos auf der Seite, wihrend er sonst 
recht munter war und gerne spielte, sobald man sich mit ihm 
beschiiftigte. Der Harn enthielt etwas Kiweiss, hyaline Cylinder 
und unveriindertes Triaminooxypyrimidin, das leicht in Form 
seines Sulfates wieder gewonnen und durch die charakte- 
ristische Dunkelviolettfiirbung der freien Base an der Luft 
identificir’. werden konnte, wenn man das Sulfat mit NH, 
libersiittigte. Um mich iiber die Giftigkeit der Substanzen 
etwas niiher zu orientiren, habe ich die Ratten subcutan ein- 
gespritzt und gefunden, dass bei ihnen das Diaminooxypyrimidin- 
sulfat in einer Dosis von 0,2 g, das Triaminooxypyrimidinsulfat 
in einer Gabe von 0,1 g letal wirkt. Wihrend nun aber die 
Section der mit Diaminooxypyrimidin vergifteten Ratten nichts 
Charakteristisches ergab, zeigten sich in den Nieren der mit 
Triaminooxypyrimidin getédteten Thiere zahlreiche Concre- 
mente, die unter dem Mikroskop in tiiuschender Weise die 
bilder lieferten, wie sie Minkowski!) an den Nieren von 
mit Adenin vergifteten Hunden beschrieben hat. Die Natur 
der Ablagerungen konnte in unserem Falle leicht festgestellt 
werden. Durch Behandeln der Schnitte mit verdiinntem Am- 


Arch, f. exp. Path. u. Pharm., Bd. XLI, 5. 375. 
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moniak gelang es, an geeigneten Stellen und dort, wo die 
Concremente keine allzu starke Eigenfarbe besassen, eine vor- 
iibergehende roéthliche Firbung derselben zu erzielen: es hatte 
sich also in den Harnkaniilchen ein) schwerlosliches Salz der 
unveranderten Base niedergeschlagen. In den Glomerulis konnte 
ich ebensowenig wie Minkowski Concremente entdecken. 

Die Anlagerung von Amidogruppen an den Pyrimidinkern 
hatte also gentigt, um aus indifferenten) Korpern fiir den 
thierischen Organismus giftige Substanzen zu lefern, cin Be- 
fund, der wohl geeignet ist, auch die giftigen Eigenschatten 
des Adenins, das ja 6-Aminopurin ist, zu erklaren. Durch 
Priiftung anderer Amidoderivate der Pyrimidin- und Purinreihe 
wird man leicht die allgemeine Giiltigkeit der Hypothese be- 
weisen konnen. 

Der Erwartung, eine Synthese zu einem PurinkOrper ein- 
zugehen, hat also keiner der im Vorstehenden aufgeftihrten 
Korper entsprochen, trotzdem wird man nicht aus den Ver- 
suchen den Schluss ziehen diirfen, dass eine solche tiberhaupt 
im ‘Thierkérper nun nicht stattfinden k6nnte. Erstens ist ja 
der Hund zum Studium der Harnsiiurebildung nicht das giinstigste 
Versuchsthier, und ich hatte ihn nar gewiihlt, weil seine 
Wartung und Fiitterung eine leichte und das Auffangen des 
Harns ohne Schwierigkeit quantitativ. modglich war: zweitens 
haben Fiitterungsversuche, wie die obigen, in denen per os 
grosse Mengen von theils korperfremden Substanzen und theils 
solchen eingefiihrt werden, die sonst nur sehr allmiéhlich im 
Laufe des Stoffwechsels der Zellen an ganz anderen Orten 
entstehen, nur einen sehr relativen Werth, wie schon Kossel!) 
hervorgehoben hat, und eine Vebertragung der erhaltenen Re- 
sultate auf die physiologischen und thatsiichlichen Verhiiltnisse 
ist nur mit grossen Einschriinkungen gestattet. Wie sich die 
Resultate beim Menschen gestalten werden, dem aut 
Grund der Ergebnisse der Thierversuche wohl Methyluracil, 
Thymin u.s. w. mit Ausnahme der Amidoderivate wird geben 
dirfen, miissen weitere Versuche lehren. 


1, These Zeitschrift, Bd. S. 409. 
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Beitrage zur Kenntniss des Magensaftes und der chemischen 
Zusammensetzung der Enzyme. 
Von 


M. Nencki und N. Sieber. 


(Aus der chemischen Abtheilung des Instituts fiir experimentelle Medicin zu Petersburg.) 


(Der Redaction zugegangen am 1. Marz 1901.) 


Man kann sagen, dass erst seit der Arbeit von Professor 
J. Pawlow und Frau Dr. Schoumow-Simanowski,!) welche 
zeigten, dass von gastro- und Osophagotomirten Hunden_ bei 
der Scheinfiitterung reflectorisch reiner Magensaft in grossen 
Mengen abgesondert wird, ein wirklich reiner, von allen 
fremden Beimischungen freier Saft in beliebig grossen Quanti- 
tiiten erhalten werden kann. Kurz nach der Verdffentlichung 
der Arbeit von Pawlow und Schoumow-Simanowski hat die 
Letztere den so gewonnenen Saft in unserem Laboratorium 
einer chemischen Analyse unterworfen.*) Sie benutzte dabei 
die Beobachtung, dass solcher Magensaft, auf 0° abgekililt, 
einen amorphen, kOrnigen Niederschlag bildet, um wirk- 
same Princip durch einfache Filtration bei niedriger Temperatur 
aus dem Magensafte zu isoliren. Ausser den verschiedenen 
Analysen des frischen Saftes hat Frau Schoumow-Sima- 
nowski auch diesen kérnigen Niederschlag, der Fiweissstofle 
energisch verdaut, und den sie auf Grund ihrer Untersuchung 
als das wirksame Enzym resp. Gemisch der Enzyme des 
Magensaftes angesehen hat, analysirt und gefunden, dass dieser 
Niederschlag aus einem eigenthiimlichen chlorhaltigen Ei- 
weisskérper besteht. In der Asche desselben hat sie neben 


1) Wratsch, 1890, Nr. 41. 
2) Archiv f. exper. Pathologie und Pharmacologie, Bd. 33, S. 336. 
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minimalen Mengen von Eisen auch Phosphorsiure nach- 
cewiesen. Zu welcher Gruppe der Eiweisskérper dieses soge- 
nannte kérnige Pepsin gehort, hat sie nicht naher bestimmt 
ind wurde leider durch Krankheit an der Fortsetzung ihrer 
Untersuchung verhindert. Obgleich wir, durch die Publication 
von Pekelharing!) und Hammarsten?) angeregt, uns wieder- 
holt vorgenommen haben, die Untersuchung iiber die Enzyme 
des Magensaftes wieder aufzunehmen und uns reiner Magen- 
saft leicht zugiinglich war, konnten wir, durch andere Arbeiten 
in Anspruch genommen, erst im Herbst des Jahres 1899) an 
die Ausfiihrung unseres Vorhabens herantreten. 

Bevor wir zur Beschreibung unserer eigenen Versuche 
und deren Resultate tibergehen, halten wir es fiir zweckmiissig, 
des leichteren Verstiindnisses wegen, die Ergebnisse der 
Pekelharing schen Arbeit kurz zu recapituliren, 

Pekelharing extrahirte Fundusmucosa von Schweine- 
migen mit O,2°/oiger HCI, filtrirte unter vermindertem Druck 
und dialysirte das Filtrat im Pergamentschlauch gegen strOmen- 
des Leitungswasser 15—20 Stunden lang. Dadurch sank der 
Siiuregrad des Schlauchinhalts auf etwa 0,02°/o, die Fliissig- 
wurde triibe von suspendirtem Niederschlag, der mittels! 
Contriftuge getrennt und, wiederum in 0,2° oiger HC] gelist, sich 
als cin iiusserst wirksames Pepsin erwies. Durch wiederholtes 
Aufl6sen in O,2°/oiger HCl und bet 15 bis 20stiindiger Dialysiren 
der LOsung, wobei er sich von Neuem ausscheidet, wurde der 
Korper gereinigt. Der nach dem = Centrifugiren  erhaltene 
Niederschlag, mit) wenig destillirtem Wasser gewaschen und 
anfangs auf Fliesspapier, sodann tiber SO,H, getrocknet, bildet 
ein gelbes, leicht: zerreibliches, kaum hygroskopisches Pulver, 
das wenig in Wasser, leichter in’ verdiinnter Kochsalzlosung, 
namentlich bei Briittemperatur, lOslich ist. In verschiedenen ver- 
diinnten Siiuren lost es sich, am besten bei Kérpertemperatur, 
zu einer wasserklaren Fliissigkeit auf und scheidet sich flockig 
aus, sobald der Siiuregrad bis zu einem = gewissen Gehalte 


1) Zeitsehr. f. physiol. Chemie, Bd. XXII, 5. 233. 
2) Dessen Lehrbuch der physiol. Chem., S. 264, 4. Auflage, 1809. 
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erniedrigt ist. Fir Salzsiure ist die Léslichkeit am geringsten 
bei etwa 0,02°/o. Nach Pekelharing enthiilt diese Substanz, 
die alle Reactionen der Eiweisskérper zeigt und als ausser- 
ordentlich kriaftiges Pepsin sich herausstellte, ungefiihr 1,0°/o 
Phosphor. Diese sehr complicirt zusammengesetzte Verbindung 
ist sehr labil. Das Auswaschen durch Alkohol zerstort sie ; 
sie verliert dabei ihre Loéslichkeit in HCl und auch das Ver- 
mogen, Eiweiss zu verdauen. Wird ihre wisserige, saure 
Losung schnell zum Kochen erhitzt, so wird sie gespalten: 
1. in ein bei saurer Reaction unldsliches Nucleoproteid; 2. 1 
eine Albumose und 3. in eine im warmen Alkohol leicht, in 
kaltem schwer phosphorhaltige Substanz. 
Pekelharing vermuthet, dass das von ihm auf die oben 
beschriebene Weise erhaltene Pepsin identisch sei mit dem 
von Frau Schoumow-Simanowski durch Abkiihlen des 
natiirlichen Magensaftes isolirten kérnigen Pepsin, gibt aber 
nicht an, ob sein Produkt chlorhaltig sei. Nach den Analysen 
von Schoumow-Simanowski enthilt das kOrnige Pepsin 
etwa 1° o Chlor. In einer im vorigen Jahre erschienenen 
Mittheilung von Friedenthal,!) der den nach Pawlow’s 
Methode erhaltenen Magensaft untersuchte, wird der Chlor- 
gehalt des Pepsins geleugnet. Nach ihm ist die Salzsiiure 
im Magensafte nur als freie Salzsiiture enthalten. Der Gefrier- 
punkt des von ihm untersuchten Saftes, dessen Sdauregehalt 
= 0,577°/o HCl war, lag bei —0,619, also fast genau iiber- 
einstimmend mit dem einer 0,577 °oigen HCl. Aus dieser 
Thatsache, sagt Friedenthal, kann mit Sicherheit gefolgert 
werden, dass die Salzsiiture nicht in einer chemischen Ver- 
bindung mit Pepsin im Magensaft enthalten ist. Vorgreifend 
wollen wir schon hier bemerken, dass nach unserer Meinung 
die Ansicht Friedenthal’s eine irrige ist. Zweifellos ist das 
Molekulargewicht des Pepsins ein sehr hohes und je hoher 
das Molekulargewicht, um so kleiner ist die durch die be- 
treffende Substanz bewirkte Depression. Im Vergleich zu der 
starken Depression, welche durch die freie Salzsiure des 


1) Archiv f. Anat. u. Physiol., Jahrg. 1900, physiol. Abth., 186. 
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Magensaftes bewirkt wird, ist die durch das Pepsin des Saftes 
bedingte eine verschwindend kleine. Der Magensaft des Hundes 
enthalt ca. festen Riickstand. Angenommen, dass der 
feste Hiickstand nur aus Pepsin besteht, so sind dafiir, unter 
der Voraussetzung, dass das Pepsin 1,0°/o HCl enthiilt, 
0.003 ¢ HCl erforderlich. Der von Friedenthal untersuchte 
Saft enthiell im Liter 5,77 g HCl. Von diesen 5,77 g wiiren 
danach nur 0,03 g HCl oder etwa der 0,005te Theil an Pepsin 
gebunden, die iibrige Siiure des Saftes aber als freie Saure 
darin vorhanden. Dass die Gefrierpunktbestimmung iiber die 
Frage, ob das Pepsin des Magensaftes Chlor enthalt oder nicht, 
absolut nichts beweisen kann, liegt auf der Hand. Wir werden 
weiter unten Griinde anfiihren, die entschieden dafiir sprechen, 
dass das Chlor ein integrirender Bestandtheil des genuinen 
Pepsinmolekiils ist. 

Z7u unseren Versuchen dienten und dienen noch jetzt 
verwiegend 2 Hunde, von denen der eine 46 Kilo schwer, 
iin October 1899, der andere, 23 Kilo schwer, im November 
des gleichen Jahres operirt wurde. Fiir die Magenfistel be- 
nutzten wir silberne Caniilen mit leicht gewélbten Randern. 
sie haben den Vortheil, dass sie vom Magensafte nicht an- 
cegriffen werden und andererseits durch den inneren Rand 
die Schleimhaut nicht reizen. Die Thiere wurden mit Pferde- 
fleisch, Brod, Hafersuppe und Milch ernéhrt, die thnen durch 
die Magentistel 2 Mal am Tage hineingebracht wurden. Die 
Nahrungszufuhr wurde so regulirt, dass die Thiere, nachdem 
sie von den beiden Operationen sich erholt haben, noch einige 
Kilo an Gewicht zunahmen und dann ihr Korpergewicht an- 
nithernd constant blieb. Von Zeit zu Zeit wurden dem_ ver- 
fiitterten Fleisch einige Gramm Kochsalz zugesetzt. Bei 
sorgfiiltiger Pflege, Ausspiilen des Magens bei eingetretener 
Indigestion mit Creosotwasser und peinlicher Reinlichkeit bleiben 
die Thiere Jahre lang gesund und liefern stets reinen Saft. 
Wir entnahmen unseren Hunden in der Regel 2 Malin der 
Woche durch die Scheinfiitterung je 400—500 ccm. Saft. 
Ausserdem erhielten wir Ofters aus der Abtheilung von Pro- 
fessor Pawlow aut gleiche Weise gewonnenen Magensaft, so 
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dass wir genug Gelegenheit hatten, individuelle Schwankungen 
dieses Secretes und seine Abhingigkeit von der Ernihrung 
zu studiren. 

In seiner Abhandlung spricht Pekelharing die Ver- 
muthung aus, dass das von ihm aus Schweinemagen darge- 
stellte kiinstliche Pepsin identisch sei mit dem kornigen 
Pepsin, das Frau Schoumow-Simanowski durch Abkiihlung 
des natiirlichen Magensaftes vom Hunde erhalten hat. Nach 
unseren Versuchen ist diese Vermuthung durchaus_ richtig. 
Wir konnen ferner erganzend hinzufiigen, dass nach gleichem 
Verfahren, wie das fiir seine Extracte angewendete, auch aus 
natiirlichem Magensafte ein Pepsin erhalten wird, das in 


jeder Beziehung genau so wie das Pepsin von Pekelharing 


sich verhiilt und nach dem iiblichen Sprachgebrauch als damit 
identisch erklart werden konnte. 

Wird frischer Magensaft von gastro- und Osophagotomirten 
Hunden in Portionen von ca. 500 com. im Pergamentschlauch!) 
gegen die 20fache Menge destillirten Wassers 24 Stunden 
lang dialysirt, so wird der Schlauchinhalt triibe und der 
Siiuregehalt erheblich vermindert, sodass die Aciditét des 
Sehlauchinhalts auf 0,025 sinkt. Die triibe Fliissig- 
keit haben wir in Centrifugenflaschen etwa 15 Stunden bei 0° 
stehen gelassen, wobei sich ein Theil der Triibung zu Boden 
setzte und beim nachherigem Centrifugiren ein fest am Boden 
des Gefiisses haftender, klebriger Niederschlag  entstand, 
wiithrend die Fliissigkeit meistens vollkommen klar wurde, 
Liisst man Magensaft gegen fliessendes Wasser und_ liingere 
Zeit dialysiren, so geht der in den ersten 2% Stunden ent- 
standene Niederschlag wieder in Losung tber, kann aber 
durch Zusatz von Salzsiiure bis zu 0,02—-0,03°/o von Neuem 
hervorgerufen werden. Aiso genau so, wie dies Pekelharing 
von seinem kitinstlichen Magensafte angibt. 

1) Der von uns verwendete Dialysenschlauch aus Perga- 
inentpapier wurde stets vor dem Gebrauch mit 0,5° cviger HCL gefiillt 
und mehrere Tage lang gegen fliessendes Wasser dialysirt. Wir fanden, 
dass die Schlauchwand an Wasser nicht unerhebliche Mengen von 
Calciumsulfat abgibt, die vorerst entfernt werden mussten. 
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Der abfiltrirte und mit wenig 0,02°/oiger Salzsiiure aus- 
gewaschene Centrifugenniederschlag lost sich in 0,2—O,5° oiger 
Salzsiiure bei der Bruttemperatur vollkommen klar auf und die 
lLosung hat alle Eigenschaften des urspriinglichen Magensaftes, 
nur ist die Enzymwirkung ein wenig schwiacher. Dies riihrt 
davon her, dass ein Theil des Pepsins noch immer in der 
Schlauchfliissigkeit gelést bleibt. Wird Magensaft zum Kochen 
erhitzt, so scheidet sich daraus das Nucleoproteid, auf das 
wir noch spiter zuriickkommen werden. Wir haben nun in 
100 cem. des urspriinglichen Saftes das durch die Hitze fall- 
bare Nucleoproteid bestimmt und einen grésseren Theil des 
gleichen Saftes gegen die 10fache Menge destillirten Wassers 
2% Stunden lang dialvsirt, nach dem Stehen in der Kiilte 
und Centrifugiren, den Niederschlag abfiltrirt, in 100 cem. des 
Filtrates durch Kochen das Nucleoproteid gefallt und den ab- 
geschiedenen Nucleoproteidniederschlag nach dem Waschen 
und ‘Trocknen gewogen. Aus der Gewichtsdifferenz der beiden 
Nucleoproteidniederschlige haben wir dann berechnet, wie 
viel Pepsin unter diesen Verhiiltnissen noch in Losung blieb. 
In 3 Bestimmungen erhielten wir folgende Zahlen: 

Hund A: in 100 cem. des urspriinglichen Magensattes 
gefunden Nucleoproteid O,0688 g. In 100 ecm. des Filtrates 
vom Centrifugenniederschlage gefunden 0,0126 18,5 
Nucleoproteid in L6sung geblieben. 

Hund A: aus 100 cem. des Magensaftes erhalten = 0,085 ¢ 
Nucleoproteid, in) 100 des Filtrates vom Centrifugen- 
nlederschlag gefunden 0.0196 g Nucleoproteidniederschlag = 
25° 0 Pepsin in Losung geblieben. 

Hund B: aus 100 cem. frischen Magensaftes erhalten 
0.0932 Nucleoproteid und aus 100 ccm. des Filtrates vom 
Centrifugenniederschlag erhalten 0.0204 Nucleoproteid oder 
in Losung gebliebenes Pepsin 21,88 °/o. 

Im Mittel aus den 3 Bestimmungen bleibt also etwa der 
fiinfte Theil des Pepsins in Loésung. Immerhin ist die durch das 
Dialysiren und Centrifugiren aus dem Magensaft erhaltene 
Pepsinmenge viel grésser, als die des durch die Kiilte abge- 
schiedenen kérnigen Pepsins. Im Mittel aus den 3  Be- 
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stimmungen von Frau Schoumow-Simanowski betriigt die 
durch die Kilte abgeschiedene Pepsinmenge von der im 
Magensafte enthaltenen kaum 5° 0, 

Wir haben vergleichsweise einerseits den urspriinglichen 
Magensaft, andererseits den Centrifugenniederschlag, in dem 
urspriinglichen Volumen gleich starker Salzsiiure gelost, auf 
ihre Wirkung auf geronnenes Eiereiweiss, Milch und Albumosen 
gepriift. Im Mittel aus 30 Versuchen war die Verdauungskraft 
fiir geromnenes Eiereiweiss, nach Mette bestimmt, fiir den 
gelosten Centrifugenniederschlag etwa auf herabgesetzt; 
ebenso gerann die Milch etwas spiiter und auch die Bildung 
des Plasteins aus Albumosen nach Danilewski war _ ver- 
zogert und seine Menge geringer. Man kann aber auch um- 
sekehrt durch concentrirtere Losungen des Centrifugennieder- 
schlags viel energischere Enzymwirkung als beim ursprtinglichen 
Magensafte erzielen. So haben wir beispielsweise den Centri- 
fugenniederschlag von 500 ccm. Magensaft in 100 cem. 0,5° oiger 
Salzsiure durch 15 Minuten langes Stehen im Thermostaten 
in Losung gebracht. Die Verdauungskraft des urspriinglichen 
Magensaftes, nach Mette bestimmt, war — 4,7 mm, die Ver- 
dauungskraft des Niederschlages dagegen 7,6 mm. Ein anderer 
Theil der letzteren L6sung wurde mit 0,1°/oiger Normalnatronlauge 
genau neutralisirt und 1,0 cem. davon zu 10° ccm. frischer, 
brutwarmer Milch zugesetzt, worauf die Milch fast momentan 
coagulirte. Nach 15stiindigem Stehen im Thermostaten war 
das Caseingerinnsel vollkommen gelést und nur mit darauf 
schwimmender Fettschicht bedeckt. Ebenso gab Albumose- 
losung, nach Danilewski bereitet, einen viel reichlicheren 
Niederschlag von Plastein als ceteris paribus der urspriing- 
liche Magensaft. Aus dem Magensafte kOnnen auf diese Weise 
sehr wirksame Enzymlisungen bereitet werden; einfacher ist 
es allerdings, durch Aussalzen des Saftes mittelst Ammonium- 
sulfat die Enzyme daraus zu isoliren und durch Vermischen 
mit Zucker, Eiweiss oder Glycerin in haltbarer Form autfzu- 
bewahren. Wie schon oben erwiihnt, gibt Pekelharing an, 
dass der von ihm erhaltene Centrifugenniederschlag, rasch zum 
Kochen erhitzt, in ein Nucleoproteid, eine Albumose und 

Hoppe-Seyler's Zeitschrift physiol. Chemie. XXXIL. 20) 
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in eine in Alkohol lésliche Substanz zerfallt. Nach 
seinen Analysen enthiilt das Nucleoproteid 0,3°/5 Phosphor und | 
gibt, mit verdtinnter Schwefelsiiure gekocht, Alloxurbasen. 
Friedenthal,!) der mit Recht gegen Pekelharing betont, 
{ dass das Pepsin aus dem neutralisirtem Magensafte nicht durch 
Aufkochen, sondern durch die kochende verdiinnte Salz- 
siiure gcfillt wird, ergiinzt die Beobachtungen Pekelharing’s 
dahin, das aus dem Nucleoproteid nicht allein Alloxur- 
basen, sondern auch Pentose abgespalten wird. Die Natur 
der in’ Alkohol l6slichen Substanz, die Pekelharing als 
Spaltungsprodukt des genuinen Pepsins ansieht, hat er nicht 
niiher festgestellt und nur ermittelt, dass sie, mit Soda und : 
Salpeter geschmolzen, eine phosphorreiche Asche gibt. 
Auch in dieser Hinsicht stimmen unsere, an reinem Magen- | 
safte gemachten, Beobachtungen mit den Angaben Pekelharing s 
iberein. Wird frischer Magensaft, oder der in 0,5° oiger HCl 
geloste Centrifugenniederschlag rasch zum Kochen erhitzt, so 


entsteht ein reichlicher, flockiger Niederschlag, vorwiegend 
A aus dem Nucleoproteid, zum geringeren Theil aus der in Al- 
. kohol JOslichen Substanz bestehend. In dem Filtrat davon gibt 
i Ammoniumsulfat, bis zur Siittigung eingetragen, einen flockigen 
Niederschlag, der die biuretreaction gibt offenbar die 
Albumose Pekelharing’s ist. Das auf dem Filter durch 
Waschen mit Alkohol von der darin l6slichen Substanz be- 
freite Nucleoproteid, mit verdiinnter Schwefelsiure zersetzt, 
a gibt sowohl die Alloxurbasen wie auch die Pentose. Von | 
: der Anwesenheit der letzteren haben wir uns sowohl durch 
i die Orcin- wie durch die Resorcin-Probe respective die 
charakteristischen Absorptionsbiinder im Spectrum tiberzeugt. 
a Fran Schoumow-Simanowski hat in ihrem nur durch 
die Kiilte abgeschiedenen Pepsin nach langem Waschen mit 
Alkohol keine Phosphorsiiure gefunden. Pekelharing ver- 
\ muthet, dass gerade durch Alkohol das Pepsin angegriffen wird 
und dabei seinen Phosphor verliert. Diese Vermuthung ist in- 
ne sofern richtig, als die in Alkohol lésliche Substanz, die zu- 


i 1) Archiv f. Anat. u. Physiol., Physiol. Abth., Jahrg. 1900, S. 186. 
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sammen mit dem Nucleproteid ausfallt, phosphorhaltig ist. Wenn 
aber schon durch Waschen mit Alkohol diese Substanz ent- 
fernt werden kann, so lag die Vermuthung nahe, dass sie dem 
urspriinglichen Centrifugenniederschlag entweder nur mechanisch 
beigemischt ist oder, was wahrscheinlicher, zu einer sehr lockeren 
Verbindung mit dem Pepsin verbunden sei. Eine weitere Conse- 
quenz dieser Hypothese ist es, dass ebenso leicht, wenn nicht 
leichter, wie durch Waschen mit Alkohol, auch durch Waschen 
mit Wasser, resp. die Dialvse eine Abspaltung einzelner Bestand- 
theile aus dem urspriinglichen Molekiil des Pepsins geschieht. 
In dieser Annahme wurden wir noch bestiirkt, als wir fanden, 
dass nach 24stiindiger Dialyse von 500 ccm. Magensaft gegen 
die 10fache Menge destillirten Wassers das Aussenwasser des 
Dialysators, auf ein kleines Volumen verdunstet, sehr starke 
Reactionen auf Phosphorsiiure, Sulfo- 
cyansiiure, Kalk, Magnesia und Kisen gab. Beziiglich des 
letzteren Elementes im Magensafte sind die Angaben der 
Autoren nicht iibereinstimmend. Bunge sagt in seinem Lehr- 
buch der physiologischen und pathologischen Chemie, !) dass von 
den in den Darm sich ergiessenden Secreten nach den bisherigen 
Analysen der Magensaft das eisenreichste und weit eisenreicher 
als die Galle sei. In einer vor Kurzem erschienenen Publication 
widerspricht dieser Angabe Bunge’s Charles Dehrée,?) der 
den Saft aus einem nach der Methode von Frouin isolirten 
blindsacke des Magens analysirte. Dehrée bestimmte das 
Kisen in dem Safte colorimetrisch und fand, dass darin nur 
Spuren von Eisen enthalten sind. Nach seinen Bestimmungen 
secernirte ein 16 kg schwerer Hund in dem Magensafte inner- 
halb 24 Stunden nicht mehr als 0,25 mg Eisen. 

Um den wahren Sachverhalt zu ermitteln und dadurch 
auch einen besseren Einblick in die chemische Zusammen- 
setzung des Pepsins zu erhalten, haben wir den Phosphor- 
und Eisengehalt und zwar: 1. in dem reinen Magensatte, 
2. in dem aus dem Magensafte erhaltenen Centrifugennieder- 
schlage und 3. in dem mit Alkohol ausgewaschenen Nieder- 


1) 3. Auflage, 1894, Seite 87. 
2) Journal de Physiolog. et Patholog. générale, t. 2, page 524, 1900. 
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schlage bestimmt. Ausserdem bestimmten wir in dem Centri- 
fugenniederschlage den Chlorgehalt vor und nach der Behand- 
lung mit Alkohol. Durch diese Bestimmungen bezweckten wir, 
eine Aufklarung tiber die mehr oder weniger feste Bindung 
dieser Elemente im Pepsinmolekiil zu erhalten. 

Bei dem geringen Gehalte des Magensaftes resp. des 
Pepsinniederschlages an diesen Elementen mussten wir erst 
einige analytische Schwierigkeiten tiberwinden und zuverliassige 
Bestimmungsmethoden ermitteln. Nach mehrfachen Versuchen 
sind wir bei folgendem Verfahren stehen geblieben. 

Die bis zum constanten Gewichte bei 110° C. getrock- 
nete Substanz wurde im Porzellantiegel mit einem einfachen 
Brenner bei sehr langsam steigender Temperatur verascht. 
Solche Veraschung von 0,5 bis 2,0 g Substanz erfordert 20 
bis 30 Stunden. Die Asche hatte immer eine réthliche Fiérbung, 
vom Kisenoxyd herriihrend, Qualitativ wurde darin auch Kalk 
nachgewiesen. Da wo es sich nicht um Aschebestimmung 
handelte, wurde der trockene Niederschlag durch Schmelzen 
mit Kali und Salpeter direkt verbrannt und in beiden Fallen 
die Asche in modglichst wenig Salzsiiure gelést und aus der 
Losung zuniichst die Phosphorsiiure mit Molybdiénlosung gefiilt. 
Der nach 24stiindigem Stehen abgeschiedene Molybdiinnieder- 
schlag wurde durch ein kleines, aschefreies Filter filtrirt, mit 
moglichst wenig einer LOsung von salpetersaurem Ammon in 
Salpetersiiture NO, NH, 1°/o NO,H) nachgewaschen, in 
NH, gelost und die nicht mehr als 30 bis 50 ccm. betragende 
Losung mit etwas Magnesiamixtur gefillt. Der nach 2- bis 
3tigigem Stehen abgeschiedene Niederschlag wurde wie iiblich 
als pyrophosphorsaure Magnesia gewogen. 

Das Filtrat vom Molybdinniederschlag wird mit Ammoniak 
iibersiittigt und einige Stunden auf dem warmen Wasserbade 
digerirt. Das abgeschiedene Eisenoxyd, dem Ofters Kalk bei- 
gemischt ist, auf ein kleines Filter filtrirt, wird vollkommen 
ausgewaschen, in Salzsiiure gelést und nach Knorre!) mit 
Nitroso-8-Naphtol essigsaurer Loésung gefiillt. Nach 


1, G. Knorre. Berichte der Deutschen chem. Gesellschaft Bd. 2), 
S. 283 und Zeitschrift fiir analytische Chemie, Bd. XXVIII, S. 234. 
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8tigigem Stehen wird der Niederschlag filtrirt, mit 50°/oiger 
Essigsiiure nachgewaschen, getrocknet, unter Zusatz von etwas 
Ammonnitrat gegliiht und als Eisenoxyd gewogen. 

Diese gewichtsanalytische Bestimmung des Eisens ist, 
selbst da, wo nur einige Milligramme gewogen werden, jeder 
colorimetrischen Bestimmung vorzuziehen. Wir haben versucht, 
das Eisen mit dem Ferrometer von Jolles zu bestimmen, 
erhielten aber keine tibereinstimmenden Zahlen. Die Niiance 
des erhaltenen sulfocyansauren Eisenoxyds war hiiufig eine 
andere, als wie die der Normallésung und blieb auch = bei 
wechselnden Concentrationen von der Normallésung verschie- 
den. In der Vermuthung, dass in der Asche neben Eisen 
auch Mangan enthalten sein konnte, haben wir die Asche des 
Magensaftes wiederholt nach dem empfindlichen Verfahren 
von P. Pichard?!) auf Mangan gepriift. Das Resultat war 
stets negativ. 

Da, wo wir neben Phosphorsiiure und Eisen auch Chlor 
bestimmen wollten. wurde die abgewogene Substanz nach 
Carius mit reiner, starker Salpetersiiure und etwas Silber- 


nitrat im zugeschmolzenen Rohre — bei grésseren Substanz- 
mengen in 2 verschiedenen Rohren — Anfangs 2 Tage lang 


auf dem Wasserbade, wobei jeden Tag die Gase herausgelassen 
wurden, hernach bei 200°, bis kein Druck mehr vorhanden 
war, erhitzt. Der Rodhreninhalt wurde hierauf sammt dem 
Waschwasser bis zum Verjagen der Salpetersiiure auf dem 
Wasserbade verdunstet, der Riickstand mit Wasser aufge- 
nommen, das abgeschiedene AgCl auf ein gewogenes trockenes 
Filter gebracht und nach dem Trocknen bei 110° zuriickge- 
wogen. Aus dem Filtrate vom AgCl wurde das tiberschiissige 
Ag durch HCl gefiillt, das Filtrat davon auf dem Wasserbade 
verdunstet, der Riickstand mit etwas Wasser aufgenommen 
und daraus zuniichst die Phosphorsiiure, sodann das Eisen, wie 
oben angegeben, abgeschieden. 

Wird Magensaft selbst in Vacuo bei 35 bis 40° ver- 
dunstet, so schwiirzt sich der Riickstand durch die stark con- 

1) Compt. rend. t. 176, p. 550 und 1882, auch Maly’s Jahresber. fiir 
Thierchemie 1898, S. 521. 
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centrirte Salzsiiture, was eine genaue Bestimmung des festen 
tiickstandes beeintriichtigt. Wir haben daher im Magensafte, 
wo uns die Aschebestimmung nicht nothwendig war, den 
Siiuregehalt titrimetrisch bestimmt und mit der genau erfor- 
derlichen Menge Natronhydrat neutralisirt. Die neutrale Losung 
wurde auf dem Wasserbade verdunstet, sodann auf 110° bis 
zur Gewichtsconstanz getrocknet, von dem Trockengewicht 
das Gewicht des entstandenen NaCl abgezogen und so der 
Giehalt an festem Riickstande im Safte ermittelt. 

In der folgenden Tabelle geben wir zundchst den Gehalt 
des Saftes an festem Riickstand, Phosphor und Eisen, die 
heiden letzten in Procenten des festen Riickstandes. Fiir jede 
Bestimmung wurden je 400 cem. Magensaft, wie eben ange- 
geben, mit Natronhydrat neutralisirt und verarbeitet. 

Tabelle Nr. 1. 


Siuregehalt auf | Phosphorgehalt  Fisengehalt 
Xr | HCI] bezogen in | in des in Procemen des 

100 com, des festen Rtick- festen Riick- 
Magensaftes | Saftes in g standes standes 
1 0,55 02632 | | 061% 
2 O50 O3647 » 0,249 0,20 
4 | 9 0 O3319 | 0.27% | O44’ 
5 =| 06074 > 025% 
0.51% | 0.2872 > | 073% | 0,47 
Im Mittel 0.53% 0306 ¢ | 0.41% | 042% 


Die Tabelle Il gibt die Chlor-, Phosphor- und Eisenbe- 
stimmungen in dem durch Centrifuge abgeschiedenen Pepsin- 
niederschlage, der auf folgende Weise gewonnen wurde: 

Frischer Magensaft wurde im Pergamentschlauch 24 Stun- 
den lang gegen die zehnfache Menge destillirten Wassers dia- 
lvsirt, der triibe Schlauchinhalt 15 bis 20 Stunden bei 0° 
stehen gelassen und sodann centrifugirt, wobei am Boden der 
Flaschen ein teigiger, schleimiger Niederschlag sich absetzte, 
von welchem die obenstehende, meistens ganz klare Filtissig- 
keit vollkommen abgegossen werden konnte. Der klebrige 
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Niederschlag, der sich leicht von der Wand losléste, wurde 
auf ein Filter gebracht und, ohne weiter gewaschen zu werden, 
vom Filter mit einem Spatel abgehoben und auf Uhrgliiser 
im Vacuo tber concentrirter SO,H, und Aetznatron getrocknet. 
Nach dem Trocknen liess sich die Substanz leicht pulvern und 
verlor bei 107° im Luftbade fast nichts mehr an Gewicht. 
Nachdem wir so von 2 bis 4 Liter Saft Pepsin gesammelt 
haben, wurde darin nach dem oben beschriebenen Verfahren 
zuniichst das Chlor, sodann die Phosphorsiiure und hierauf das 


Kisen bestimmt. 
Tabelle Nr. IL. 


Durch die Centrifuge Chlor 


| Phosphor | Fisen 
Nr Pepsin bei 107° | 
getrocknet in Procenten des trockenen Pepsins 
| | 0.7734 0.48 O104° | OL17 
2 0.5130. 0,47 | %o 
3 1.0372 » O48 0 0,073 | O11 


Im Mittel | 0,475 °%o | 0.104% | 0,16 


In einer dritten Versuchsreihe haben wir den auf gleiche 
Weise durch die Centrifuge erhaltenen Pepsinniederschlag auf 
dem Filter so lange mit 96°/oigem Alkohol gewaschen, bis das 
Filtrat nicht mehr auf Chlor reagirte. Die Substanz wurde 
hierauf bis zum constanten Gewichte bei 105° getrocknet, im 
Porcellantiegel verascht und in der Asche die Phosphorsiiure, 
das Eisen und in einem Falle auch das Chlor bestimmt. Die 
erhaltenen Zahlen sind in der Tabelle Nr. HI zusammengestellt. 
Tabelle Nr. III. 


| | Asche in | Kisen in Phosphor in Chlor in 


schlag mit Alko-| 


Procenten des | Procenten des | Procenten des Procenten des 
Nr. hol gewaschen 


| trockenen '  trockenen trockenen trockenen 
und bei 100°" | Pepsins Pepsins Pepsins Pepsins 
getrocknet in g| epsins | epsins psin: pr 

1813 g 0,457% O119%% 0,046, 

2) 21758 >» | 0,389% | 0158°%% 0,045 
O,7108 » 0.309% 0,068 0.055 ° 

Im Mitte) =| 0,115 0,059 ° 0,188 ° 
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Aus dem Vergleich der in den 3 obigen Tabellen ge- 
gebenen Zahlen glauben wir folgende Schliisse ziehen zu diirfen : 

1. Zuniichst fiillt auf der geringe Gehalt an festen Stoffen 
im Magensafte des Hundes, bei dem wir vorwiegend diese Be- 
stimmungen gemacht haben. Der Hund, an dem die Frau 
Schoumow-Simanowski ihre Versuche angestellt hat, hatte 
in seinem Safte im Minimum 0,428°,o, im Maximum 0,6°/o, im 
Mittel 0,53°,0 festen Riickstand. Ihr Versuchshund  erhielt 
tiiglich 700 g Fleisch, 600 ¢@ Brod, 1 Liter Milch und 1 Liter 
Wasser. Unser 26 Kilo schwerer Hund erhielt tiiglich 1,2 Kilo 
Fleisch, 400 g Brod und 1 Liter Hafersuppe. Obgleich die 
Zufuhr an Wasser eine geringere war, ist bei unserem Hunde 
der Gehalt an festem Riickstand ein kleinerer. Dies hat seinen 
Grund darin, dass unser Hund verhiiltnissmiissig weniger Kohle- 
hydrate erhielt. Als wir das Verhiiltniss der Nahrungsstoffe 
in der Weise iinderten, dass der Hund 500 g Fleisch, 600 ¢ 
Brod und 1 Liter Hafersuppe erhielt, schwankte der Gehalt an 
festem Riickstand zwischen 0,3—O0,4°/o, war also entschieden 
merklich hoOher als wie bei tiberwiegender Fleischnahrung. 

Den geringsten Schwankungen, nicht allein bei diesem 
Hunde, sondern, wie wir dies auf Grund zahlreicher Be- 
stimmungen des Magensaftes anderer Hunde sagen konnen, 
ist die Aciditiit des Magensaftes unterworfen. Beim schwan- 
kenden Gehalte an festem Riickstand, Eisen und Phosphorsaure 
ist der Gehalt an Salzsiiure ein relativ constanter. 

Im Mittel aus den acht Bestimmungen in frischem Magen- 
safte ist der Phosphorgehalt desselben, auf festen Riickstand 
bezogen, und der des Eisens = 0,42°%o.  Beide 
Zahlen sind aber bei demselben und gleich erndhrten Hunde 
grossen Schwankungen unterworfen. Den hédchsten Gehalt an 
diesen beiden Elementen fanden wir in frischem Magensatte, 
schon geringer in dem durch die Centrifuge abgeschiedenen 
und am geringsten in dem mit Alkohol gewaschenen Pepsin. 

Kin Vergleich der drei Tabellen zeigt ferner noch folgende 
Kigenthimlichkeiten: 

Wenn wir das Verhiiltniss von Phosphor zu Eisen, wie 
es im phosphorsauren Eisen (PO,Fe = 31:56) enthalten ist, 
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beriicksichtigen (s. Tabelle Nr. I), so enthilt der Magensaft 
erheblich mehr Phosphorsiéure, als es zur Bindung siimmtlichen 
Eisens erforderlich ist. Umgekehrt zeigt die Tabelle Nr. Il, 
dass hier das Verhiiltniss von Phosphor zu Eisen fast ein 
fiquivalentes ist. Wir fanden im Mittel auf 1 Theil Phosphor 
1.6 Theile Fe, wiahrend das Aequivalent 31:56 — 1: 1,8 ist. 
Freilich schwanken die einzelnen Bestimmungen, wie es bei 
so geringen Mengen dieser Elemente kaum anders zu erwarten 
war, in ziemlich weiten Grenzen. Die Tabelle Nr. Ill zeigt 
uns, dass durch Waschen mit Alkohol das Pepsin mit dem 
Lecithin fast die Hialfte des Phosphors verliert, der Verlust 
un Eisen aber ist nur ein geringer. 

Der Vergleich der Tabellen | und II zeigt uns auch, dass 
ein erheblicher Theil des Eisens und der Phosphorsiure bei 
der Dialyse in das Aussenwasser iibergeht. Von 0,42°/o sinkt 
der Eisengehalt auf 0,16°/o und der des Phosphors von 
O41%o auf 0,10%/o. 

Das anscheinend aquivalente Verhialtniss von Phosphor 
zu Eisen, sowie der constante Chlorgehalt im Centrifugen- 
niederschlage machten auf uns den Eindruck, dass wir ein 
chemisches Individuum vor uns haben. Wir haben daher 
auch die tibrigen Elemente in dem in Tabelle If sub Nr. 4 
angefiihrten Priiparate bestimmt und erhielten folgende Zahlen: 


0.5024 im Porzellantiegel gegliiht, hinterliessen 0,0029 Asche 


= ().97” 
0.2522 == 0,2508 g aschefreier Substanz gaben 0,4714 g CO, 
und 0.1620 ¢ H,O == 51,26°'o C und 6,749 H. 


0.2610 ¢ gaben 19.8 ccm. N-Gas bei 759 mm. Barometerstand und 
16.8" Temperatur iiber KOH oder 14,33°0 N aschefrei berechnet. 

0.7784 g gaben 0.0865 g SO,Ba oder 1,5°0 5. 

Diese Zahlen sind nur wenig abweichend von der von 
Frau Schoumow-Simanowski fiir das durch die Kiilte oder 
durch Ammonsulfat abgeschiedene Pepsin, zumal wenn man 
beriicksichtigt, dass sie ihre Analysen ohne Abzug der Asche 
berechnete. Der grésste Unterschied betrifft das Chlor, wovon 
wir in dem durch die Centrifuge abgeschiedenen Pepsin etwa 
nur halb so viel gefunden haben. Gross ist aber der Unter- 
schied im Phosphorgehalte zwischen dem unsrigen und dem 
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von Pekelharing bereiteten Pepsin. Nach Pekelharing!) 
enthilt sein Pepsin gegen 1° 0 Phosphor. Wir fanden in 
unserem Pepsin nur den zehnten Theil davon. 

Aus der Tabelle Nr. If] geht hervor, dass durch Waschen 
Alkohol der Pepsinniederschlag erheblich viel an Chior 
und Phosphor verloren hat. Nach langem Waschen mit Alkohol 
hat diese Substanz auch ihre Enzymeigenschaften verloren. 
Sie verdaut Eiweiss nicht, bringt Milch nicht) zur Gerinnung 
und verwandelt die Albumosen nicht in Plasteine. Wird dagegen 
der Centrifugenniederschlag kurze Zeit und rasch mit Alkoho! 
gewaschen, jedoch so, dass in dem mit Wasser verdiinnten 
Filtrate Silbernitrat keine Triibung erzeugt, so lost sich der 
sofort vom Filter abgehobene Niederschlag in 0,5° 0 HCl auf 
und ist in allen den drei Enzymrichtungen, wenn auch etwas 
schwiicher als der nicht mit Alkohol gewaschene Centrifugen- 
niederschlag, wirksam. Thren Nucleoproteidcharakter hat die 
Substanz insofern behalten, als sie nach dem Waschen mit 
Alkohol, mit verdiinnter Schwefelsiiure gekoeht, sowohl die 
Alloxurbasen, als auch die Pentosereactionen gibt. 

lm zu erfahren, wieviel das durch die Centrifuge ab- 
geschiedene Pepsin durch Waschen mit Alkohol am Gewichte 
verliert, haben wir 0.7741 g der bei 110° getrockneten Substanz 
im Extractionsapparate mit heissem Alkohol so lange behandelt, 
bis der letztere nichts mehr aufnahm. Die alkoholische Losung 
wurde auf dem Wasserbade verdunstet und der Riickstand im 
Vacuo tiber SO,H, getrocknet. Sein Gewicht war = 0,0772 ¢ 
oder In dem mit heissem Alkohol vollig erschdpiten 
Pepsin wurde noch Chlor, Phosphor und Eisen bestimmt. Von 
den 2 ersten Elementen wurden nur minimale Mengen gefunden. 
Der Eisengehalt schien dagegen nicht vermindert zu sein. Wir 
fanden darin O,10°/o Cl, P und 0,185°%0 Fe. vom Ge- 
wichte des trockenen, mit Alkohol extrahirten Pepsins. 

Dass beim Waschen des Centrifugenniederschlages mit 
Alkohol eine darin lésliche phosphorhaltige Substanz aus- 
gewaschen wird, hat schon Pekelharing angegeben, jedoch 
iiber ihre Natur nichts Niheres mitgetheilt. Nach unseren 
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Beobachtungen verbleibt nach Verdunsten des Alkohols eine 
wachsartige, amorphe Masse, die auf Platinblech wie Fett mit 
russender Flamme verbrennt und die in Aether, wenn auch 
weniger leicht, léslich ist. Der nach Verdunsten des Aethers 
hinterbliebene Riickstand, mit Kali geschmolzen, mit wenig 
Wasser aufgenommen und angesiiuert, gibt mit Molybdanlosung 
den charakteristischen gelben Niederschlag von Phosphor- 
molybdiinsdéure. In Wasser ist diese wachsartige Substanz 
nur theilweise ldslich, theilweise schwimmen Oeltropfen darauf, 
die unter dem Mikroskope die bekannten fiir das Lecithin 
charakteristischen Myelinformen zeigen. Alles dies spricht 
dafiir, dass das durch die Centrifuge abgeschiedene Pepsin 
Lecithin enthiélt, das schon durch Waschen mit Alkohol aus 
dem Pepsin entfernt wird. Leider war die Menge dieser 
lecithinartigen Substanz zu gering, um ausser den quali- 
tativen Reactionen durch genauere Elementaranalysen — ihre 
Zusammensetzung festzustellen. Wir hoffen in einiger Zeit die 
datiir néthigen Quantititen zu gewinnen und behalten uns 
weitere Mittheilungen dariiber vor. Es sei nur bemerkt, dass 
die im Pepsin enthaltene Lecithinmenge, die nach der obigen 
Bestimmung circa 10°/o betriigt, in Wirklichkeit eine grossere 
sein muss. Wir haben bei der Dialyse des vollkommen klaren 
Magensaftes auch das Aussenwasser gesammelt und genauer 
untersucht. Dieses Aussenwasser wurde mit reiner Soda bis 
zu ganz schwach saurer Reaction neutralisirt, auf dem Wasser- 
bade auf ein kleines Volumen verdunstet und qualitativ, zum 
Theil auch quantitativ auf die aus dem Safte in das Aussen- 
wasser lbergegangenen Bestandtheile gepriift. Wir haben aut 
diese Weise das Aussenwasser von tiber 10 Liter Magensatt 
verarbeitet und darin Stoffe nachgewiesen, die wir direkt im 
Safte nicht nachweisen konnten. So hat der eine von uns!) 
schon friiher beobachtet, dass der Magensaft Sulfocyansiure 
enthalt; Ofters, jedoch nicht immer, war der Gehalt des Sattes 
an dieser Siiture so gross, dass wenige Cubikcentimeter davon, 
mit einigen Tropfen Eisenchlorid versetzt, gelbrothe bis rothe 


1) Berl. chem. Ber., Bd. 28, Seite 1318. 
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Fiirbung zeigten. Andererseits haben wir im Magensafte anderer 
Hunde die Sulfocyansiiture auch dann vermisst, wenn wir 
100 bis 800 com. des Saftes mit Natronlauge neutralisirten, 
auf dem Wasserbade zur Trockne verdunsteten, den Riickstand 
mit wenig Alkohol extrahirten und nach dem Anséuern mit 
Kisenchlorid auf Sulfocyansaure priften. Es stimmt dies mit 
der kiirzlich publicirten Mittheilung von Frouin!') tiberein, der 
selbst nach Verarbeitung von 500 ccm. Magensaft darin keine 
Sulfocyansiiure finden konnte. In dem Safte des Hundes, 
an dem wir jetzt die meisten Bestimmungen gemacht haben, 
war ebenfalls, selbst nach Verarbeitung von 300 ccm., keine 
Sulfocvansiiure nachweisbar; als wir aber 6 Liter des Saftes 
vom gleichen Hunde dialysirten, war in dem auf ein kleines 
Volumen eingeengten Aussenwasser Sulfocyansiure mit Sicher- 
heit vorhanden; denn alle darauf beziiglichen Reactionen fielen 


jetzt positiv aus. Bemerkenswerth ist es, dass der zweite bei 


unseren jetzigen Versuchen benutzte und gleich ernidhrte Hund 
in seinem Safte soviel Sulfocyansiiure hatte, dass eine Probe 
davon durch Eisenchlorid sofort réthlichgelb gefiirbt wurde. Wir 
kommen daher zu dem Resultat, dass Sulfocyansadure zwar 
ein constanter Bestandtheil des Magensaftes ist, jedoch oOfters 
in so geringen Mengen darin vorkommt, dass trotz der em- 
plindlichen Reagentien, die wir zum Nachweis der Sulfocyan- 
siiure besitzen, manchmal gréssere Mengen des Saftes zum 
Nachweis dieser Siiure verarbeitet werden miissen. 

Als wir nun das Aussenwasser von 10 Liter Magensatt 
auf circa 100 cem. concentrirten und die Loésung mit HCl 
ansiuerten, schied sich gegen unsere Erwartung eine Olige 
Fettschicht ab, die beim Stehen in der Kiilte halbfest wurde 
und unter dem Mikroskope ausser Oeltropfen auch Fettkrystalle, 
denn beides war in Aether léslich, enthielt. Die ganze Fliissig- 
keit wurde jetzt mit Aether ausgeschiittelt und der Aether- 
extract auf dem Wasserbade verdunstet. Es hinterblieb ein 
Riickstand von halbfestem Fett, das, mit Kali und Salpeter 


1) Comp. rend. Soc. biol., Bd. 51, Seite 583—584 und Maly’s 
Jahresb. f. 1899, S. 344. 
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geschmolzen, mit Ammoniummolybdat eine starke Reaction 
auf Phosphorséure gab. Wir schliessen daraus, dass schon 
durch Waschen mit Wasser, resp. durch die Dialvse aus dem 
Pepsin ein Theil des Lecithins entfernt wird. 

Ausser Sulfocvansiiure und Lecithin enthiilt das 
Aussenwasser, und zwar in relativ erheblicher Menge auch 
Eisen und Phosphorsiiure. Wir haben beispielsweise das 
Aussenwasser von 1 Liter Magensaft gegen 10 Liter Wasser 
dialysirt, dann verdunstet und darin 0,0052 g¢ P und 0.0036 g 
Fe gefunden. Ob diese beiden Elemente durch Dissociation 
aus dem Pepsinmolekiil abgespalten wurden oder nur in Form 
von Salzen im Magensafte enthalten waren, liisst’ sich nicht 
entscheiden. Uns ist die erste Annahme die wahrscheinlichere. 

Alle die von uns gemachten Beobachtungen sprechen ent- 
schieden dafiir, dass das als Enzym wirksame Pepsin- 
molektil ein sehr labiles und complex zusammenge- 
setztes ist. Das Eiweissmolekiil ist in diesem Nucleoproteid, 
abgesehen von Eisen, Phosphorsiiure und Pentose, auch noch 
mit Lecithin und Chlor verbunden. 

Was das Chlor betrifft, so haben wir schon oben gezeigt, 
dass die Gefrierpunktsbestimmung zu der Entscheidung der 
Frage, ob das Chlor im Magensafte nur als freie Salzsiure 
oder zum Theil an das Pepsin gebunden vorkommt, nichts 
beweisen kann. Wir haben aber gesehen, dass selbst nach 
volligem Auswaschen des Pepsins mit Alkohol, wo der Wasch- 
alkohol nicht die geringste Reaction zeigt, das Pepsin noch 
immer, zwar minimale Mengen, Chlor enthalt, die aber viel 
zu gross sind, um sie auf Rechnung des etwa nicht ausge- 
waschenen Chloralkalis zu bringen. Ein analoges Verhalten 
konnen wir aus eigener Erfahrung mit einer viel bestiindigeren 
chlorhaltigen Verbindung — niimlich dem Hiimin anfiihren. 

Durch langes Waschen der Hiiminkrystalle mit kaltem 
Wasser wird ihr Chlorgehalt von 5,4°/o auf weniger wie 1° 
herabgedriickt. Das Chlor der Hiiminkrystalle ist nicht als 
Salzsiiure darin enthalten, sondern sehr wahrscheinlich an Eisen 
gebunden. Werden die Hiiminkrystalle in Alkalien gelist, so 
wird unter Bildung von Chioralkali das Chlor durch Hydroxy! 
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ersetzt. Das Hiimin wird in Hiamatin verwandelt. Aber selbst 
durch iiberschiissiges Alkali und langes Auswaschen ist die 
Verseifung nie eine absolut vollstiindige und das Hiimatin 
enthilt 0,1—0,4°'o Chlor. 

In Bezug auf das Lecithin ist es bekanntlich F. Hoppe- 
Sevler, der zuerst die Vermuthung ausgesprochen hat, dass 
der phosphorhaltige Kérper im Eidotter — das Vitellin — 
eine Verbindung mit Lecithin, ein Lecithalbumin sei. Spiiter 
hat Leo Liebermann!) aus verschiedenen driisigen Organen und 
<peciell aus der Magenschleimhaut solche Lecithalbumine dar- 
gestellt und auf ihre Beziehung zu den Nucleinen hingewiesen. 
Liebermann constatirte, dass diese sauer reagirenden Lecith- 
albumine durch lange Behandlung mit Alkohol den grossten Theil 
des Lecithins, wenn auch nicht vollstiindig, verlieren. Offenbar 
hatte schon Liebermann die gleiche Substanz, allerdings in 
veriindertem Zustande, in den Hiinden, die spaiter Pekelharing 
aus der Magenschleimhaut und wir aus dem Magensafte durch 
Dialyse erhalten haben. Auf Grund seiner Untersuchungen ist 
Hl. J. Bing?) zu dem Resultate gekommen, dass das Jecorin 
von Drechsel eine additionelle Verbindung von Lecithin und 
Zucker sei. Solche molekulare Additionsprodukte wurden yom 
gleichen Autor von Lecithin mit den verschiedensten Sub- 
staunzen, wie: Kochsalz, Natriumlactat, Morphin, Salicin 
u. s. Ww. dargestellt. Sie verhalten sich alle iihnlich wie das 
Jecorin, indem sie in Aether l6sliche Verbindungen bilden, die 
durch Alkohol gefillt werden. Durch tiberschiissigen Alkohol 
werden sie wiederum ganz oder theilweise gelést. Immer mehr 
bricht die Erkenntniss durch, dass in den organisirten Wesen 
das Vorkommen. solcher unbestiindiger, schon durch Wasser 
oder Alkohol leicht zersetzbarer Additionsverbindungen fiir die 
verschiedenen Zwecke des Stoffwechsels ein sehr verbreitetes ist. 

Dass das Lecithin dem Pepsin nicht etwa mechanisch 
beigemischt ist, geht auch daraus hervor, dass der Saft im 

| 

1) Pfliiger’s Archiv, Bd. 50, S. 25—56 und Bd. 54, 5. 573 f. und 
Maly’s Jahresber. f. 1891, S. 240 und 167; 1892, S. 260; 1893, 5. 32 
und 259. 

2, Skandin. Archiv f. Physiol., Bd. 9, S. 333; Bd. 11, S. 166. 
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Vacuo auf ein kleines Volumen concentrirt werden kann, wobei 
sich ebenso wie beim Abkiihlen oder der Dialyse das wirksame, 
mit Lecithin verbundene Pepsin abscheidet. Bei hinreichender 
Entfernung der Salzsiure fillt also nicht etwa das Lecithin 
guerst aus, sondern das mit dem Lecithin zu einem Ganzen 
verbundene Eiweissmolekil. Wird bei fortgesetzter Dialyse der 
Schlauchinhalt noch siiureirmer gemacht, so geht der entstandene 
Niederschlag wieder als Ganzes in LOsung, ohne dass etwa das 
Lecithin von dem Eiweissmolekiil sich abspaltet. 

Bei objectiver Betrachtung konnen wir uns der Ansicht 
nicht verschliessen, dass das aus den Schleimhiéuten  ver- 
schiedener Thiere (Hund, Schwein, Pferd) von Pekelharing 
bereitete, sowie das durch die Abkiihlung, durch die Dialyse 
oder durch das Aussalzen mit Ammonsulfat aus dem Magen- 
safte erhaltene Pepsin den Eindruck einer einheitlichen Substanz 
macht und trotz der verschiedenen Darstellungsverfahren immer 
dasselbe Produkt, theilweise nur durch mehr oder weniger 
eingreifende Behandlung verindert, erhalten wird. 

Wir kennen nun drei verschiedene Functionen des Magen- 
saftes und zwar: 1. die peptonisirende oder elweissver- 
dauende Wirkung, 2. die Labwirkung und 5. die von 
Danilewski entdeckte und von seinen Schilern Okuneff, 
Lawrow und namentlich Sawjalow (vergl. Maly’s Jahresber. 
fiir 1899, S. 55 u. 58) genauer untersuchte Wirkung des 
Saftes auf Albumosen, wodurch sie in unlodsliche, dem = ge- 
ronnenen Eiweiss iihnliche Verbindungen tbergefthrt werden. 
Wenn auch die Labwirkung und die Plasteinbildung aus 
Albumosen analoge Erscheinungen sind und _ vielleicht durch 
dieselbe Enzymgruppe bewirkt werden, so ist doch die ver- 
dauende Wirkung des Pepsins eher eine entgegengesetzte 
der Casein- und Plasteinbildung. Da nun das durch die 
Kiilte oder durch die Dialyse abgeschiedene Pepsin, wie wir 
auf Grund zahlreicher Versuche sagen kénnen, sowohl Kiweiss 
verdaul als wie auch Milch zur Gerinnung bringt und Albumosen 
in Plasteine verwandelt, so miissten nach der herrschenden 
Ansicht tiber die specifische Wirkung der Enzyme, in diesem 
durch Dialyse abgeschiedenen Pepsin mindestens zwei, még- 
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licher Weise auch drei verschiedene Enzyme enthalten sein. 
Nach unserer Meinung hat aber auch eine andere Vorstellung 
liber die Natur der Enzyme ihre Berechtigung, sobald wir uns nur 
die Eigenschaften der so complex zusammengebauten Molekiile, 
denen wir bei physiologisch-chemischen Untersuchnngen auf 
jedem Schritt begegnen, niiher vergegenwirtigen. Diese andere 
Vorstellung ist niimlich die, dass ein und dasselbe Molekiil 
verschiedenartige Enzymwirkungen haben kann. 

Halten wir uns an die Maxwell’sche Definition einer 
Molekel, so wird darunter derjenige Stofftheil der Materie ver- 
standen, der sich bei der Bewegung als ein Stiick bewegt, 
wenn man bei der Bewegung den Mittelpunkt der Masse in 
Betracht zieht. Innerhalb der Molekel gibt es dann noch eine 
Bewegung der Constituenten in Bezug auf den Mittelpunkt. 
Nehmen wir ferner an, dass die Constituenten der Molekel 
Atome sind, aus welchen eben die Molekel besteht, und dass 
jedes Atom als Punkt sich bewegt, so muss jedes Atom in 
drei Richtungen des Raumes sich bewegen kénnen und des- 
halb die Zahl der Variablen zur Bestimmung der Lage und 
Configuration der Atome schon dreimal grdsser sein als wie 
die Atomzahl in der Molekel. 

Vergegenwiirtigen wir uns jetzt, dass die Molekel der 
complexeren Verbindungen aus einigen Hunderten und, wie bei 
EiweisskOrpern, aus mehreren Tausenden von Atomen_ be- 
stehen, von denen wir wissen, dass sie bei der Einwirkung 
schon der gelindesten Reagentien, wie Wasser, verdiinnte 
Siiuren u. s. w. in mehrere, relativ noch sehr complexe Molekel 
zerfallen, so kommen wir zu dem Schlusse, dass in einer Riesen- 
molekel, die aus Eiweiss, Lecithin, Pentose, Phosphorsaure, 
Chlor u. s. w. besteht, die Bewegungen der einzelnen Atome 
einerseits so bestimmt werden, als ob sie aus den einzelnen 
Gruppen, niimlich des Eiweisses, des Lecithins, der Pentose u.s. w. 
bestiinden und wiederum andererseits die Bewegungen der 
Lecithinmolekel, der Pentosenmolekel u. s. w. muss in einer 
bestimmten Weise beeinflusst werden, damit der Charakter der 
aus ihnen bestehenden Riesenmolekel als Ganzes gewahrt bleibe. 

Wir haben dafiir ein vorziigliches Beispiel im Haimo- 
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globin, das zu 94#°o aus Globin und zu etwa 6°,o aus 
einem farbigen Complex — dem Himochromogen — be- 
steht. Das Hiamochromogen geht sofort an der Luft in das 
inerte, relativ wenig verdnderliche Hiamatin tiber. Durch 
die lockere Verbindung mit Globin erhilt das Hiimochro- 
mogen ganz andere Eigenschaften: es oxyvdirt sich an der Luft 
langsamer, indem es in Oxyvhimoglobin tibergeht, welches 
letztere sehr leicht den Sauerstoff abgibt und wiederum zu 
Hiimoglobin wird. Die Spannung und die Bewegung der Atome 
in einer solchen Riesenmolekel werden in bestimmter Weise 
modificirt und den Zwecken der Organismen angepasst. 

In einer solchen Riesenmolekel hiitten wir dann ausser 
dem Hauptmittelpunkte noch Centra 2., 3., 4. u.s. w. Ordnung, 
die fiir die Bewegungen der einzelnen Atome massgebend sind 
und die wir fiiglich als Seitenmolekel mit eigenen Mittel- 
punkten bezeichnen konnen. Da das Riesenmolekel des 
Pepsins beim Aufkochen des Magensaftes in Nucleoproteid, 
Albumose, Lecithin und Salzsiiure zerfillt, so  wiirden 
alle die genannten Verbindungen als Seitenmolekel oder 
Theilmolekel t. Ordnung aufzufassen sein. Das Nucleopro- 
teid zerfillt ferner mit Sauren gekocht in Eiweiss., Pentose 
und Alloxurbasen: das Lecithin in Fettsiuren, Glycerin, 
Phosphorsiiure tind Neurin. Die jetzt erhaltenen Spaltungs- 
produkte wiirden Theilmolekel 2. Ordnung sein u. s. w. 

Das Bediirfniss nach einer solchen Auffassung der hoch- 
complexen Molekel Erklérung physiologisch-chemischer 
Vorgiinge hat offenbar Ehrlich zur Aufstellung seiner Seiten- 
kettentheorie veranlasst. — In einer Riesenmolekel werden 
die Theilmolekel verschiedener Ordnung verschiedene Conti- 
gurationen haben und kann daher eine und dieselbe Molekel 
anscheinend ganz verschiedene Functionen verrichten. Wissen 
wir doch von den einfachsten Aminoséuren, dass sie einerseits 
wie Basen, andererseits wie Siéuren sich verhalten. Die Aut- 
fassung ist daher durchaus correct, dass die gleiche Hiesen- 
molekel vermége einer von ihren Seitenmolekeln auf Eiweiss 
hvdrolysirende Wirkung hat, wiihrend sie vermoge einer an- 
deren ebenfalls in ihr vorhandenen Theilmolekel die Lab- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift physiol. Chemie. XXXIL 
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wirkung hervorruft. Wir wollen mit dieser Erklarung nicht 
sagen, dass es nicht Enzyme gibt, die als ganze Molekel nur 
eine einzige, ihnen specifische Enzymwirkung austiben. Zwischen 
solchen einfachsten Enzymen und dem sogenannten lebendigen 
Protoplasma, das als ein einziges Riesenmolekiil die ver- 
schiedenartigen Enzymwirkungen ausiibt, wiirden die Moleke! 
mit mehrfacher Enzymwirkung in der Mitte stehen. 

Zu dieser Kategorie von Enzymen wiirde also auch das 
Pepsinmolekiil gehoren. Speciell was das eiweisslésende Theil- 
molekiil des Pepsinmolekiils betrifft, sind wir der Ansicht, dass 
in ihm das Chlor enthalten ist. Dafiir spricht der Umstand, 
dass auch durch ganz verdiinnte Alkalien die eiweisslOsende 
Wirkung des Pepsins sofort vernichtet wird. Es erinnert diese 
Erscheinung lebhaft an die Umwandlung des Hiimins in Hii- 
mmatin. Schon durch ganz verdiinnte Alkalien wird das Chlor 
durch Hydroxyl ersetzt und das sehr reactionsfihige Hiimin., 
das z. B. schon durch t°/ooige Salzsiiure iitherificirt wird, 
geht in das bestiindige, inerte Hiimatin tiber. 

Durch Neutralisation mit Alkali wird im Pepsin die Lab- 
gruppe nicht zerstort. Wie bekannt, ist das Labferment selbst 
bei alkalischer Reaction wirksam. Ebenso wird nicht allein 
durch den sauren, sondern auch durch den schwach alkaliseh 
gemachten Magensaft und durch die kauflichen Labpriiparate 
das Danilewski sche Plastein aus den Albumosen gebildet. 
Ob die Caseingerinnung und die Plasteinbildung auf 
eleichem Chemischen Processe beruhen, resp. durch die gleiche 
Enzymmolekel hervorgerufen werden, ist noch eine offene Frage. 
Jedentalls ist Sawjalow im Irrthum, wenn er behauptet, dass 
durch das Labferment aus den Albumosen verschiedener Ab- 
stummung ein und dasselbe Plastein entsteht. Der Vor- 
gang der Plasteinbildung erfordert noch eine viel genauere 
Untersuchung, zumal im giinstigsten Falle nur etwa der vierte 
Theil der Albumose in Plastein verwandelt wird. So. erhielt 
Sawjalow ceteris paribus aus Protalbumose 10,09° 0, aus 
Heteroalbumose 26,59° 0, aus Deuteroalbumose 2,85), 
wus Amphopepton 0,92°o und aus Antipepton 0,0. Pla- 
stein. (S. 137 seiner Dissertation, russisch.) 
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Da die kéuflichen Pepsinpriparate mehr oder weniger 
veriindertes Pepsin enthalten, so sind sie, wie auch zu_ er- 
warten war, beztiglich der dreifachen Enzymwirkung nicht 
gleich. Wir haben in dieser Hinsicht das Pepsin Witte, das 
Pepsin von Jensen & Langebek-Petersen in Kopenhagen 
und ein von der chemisch-technischen Fabrik Waldemar 
Mavers Wwe. & Sohn in Rewal bezogenes fliissiges Lab- 
ferment untersucht. Die beiden ersten Priéparate sind trockene 
Pulver, das Witte sche stark zuckerhaltig und ihre wiisserigen 
Losungen reagiren schwach sauer. Das Rewal Lab- 
ferment reagirt alkalisch. 

Die zwei ersten pulverigen Priparate hatten die dreifache 
Knzymwirkung des Pepsins in’ verschiedenem Grade. Am 
stiirksten war die verdauende Wirkung beim Pepsin Witte, 
wiihrend das Pepsin Jensen-Langebek die stiarkste Lab- 
wirkung zeigte. Dagegen war hier die Plasteinwirkung sehr 
gering. Das alkalische fliissige Labferment verdaute Eiweiss 
nicht. 1 cem. davon coagulirte 10 cem. brutwarmer Milch 
innerhalb 2 Minuten bildete relativ die grésste Menge 
Plastein aus Danilewski's Albumose. Zu einer 10° oigen brut- 
warmen Losung des letzteren zugesetzt, erzeugte das Rewal- 
sche Priiparat sofort darin eine Triibung und nach einer halben 
Stunde war schon die ganze Menge des Plasteins als dicker 
Bodensatz abgeschieden. 

Hier ist noch ein Umstand zu beriicksichtigen. — Es ist 
moglich und sogar wahrscheinlich, dass in den Extracten der 
Magenschleimhaut und auch im natiirlichen Magensafte die 
Enzvmgruppen nicht alle im activen Zustande sich befinden. 
Ks bedarf einer kleinen Atomverschiebung in der Seitenmolekel, 
deren Natur uns bis jetzt unbekannt ist, damit das Zymogen 
mi Zymase wird. 

Fs ist leicht begreiflich, dass eine so hoch complexe 
Molekel, wie die des Pepsins aus verschiedenen Theilmolekeln 
bestehend, nicht die gleiche Cohiisionskraft wie eine einfache 
nur aus mehreren Atomen bestehende Molekel haben kann. 
An den letzteren wurden die Grundgesetze der Lehre von 
Atomen und Molekiilen ermittelt. Die hoch zusammengesetzten 
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Molekiile, obgleich sie nach gleichen Grundgesetzen aufgebaut 
sind, koénnen nicht ohne Zersetzung allen physikalischen 
Verdinderungen wie die einfachen Molekiile unterworfen werden. 

Wir kénnen z. B. Eiweiss nicht in den fltissigen, ge- 
<chweige in den gasfOrmigen Zustand tiberfiihren. Andererseits 
muss eine so hoch complicirte Molekel die grésste Mannigfaltig- 
keit und Verschiedenheit gegeniiber den chemischen, thermi- 
schen, elektrischen und auch mechanischen Agentien haben. 
Wir wissen, dass die meisten Eiweissstoffe nicht die Tempe- 
ratur von tiber 60°, die Einwirkung der verdiinnten Siiuren, 
Alkalien, der Metallsalze, des Alkohols u. s. w. vertragen, ohne 
dabei molekulare Verinderungen zu erleiden. Die Gerinnung 
der Eiweissstoffe durch die Hitze beruht jedenfalls auf emer 
solchen Atomverschiebung aus einem labilen einen mehr 
stabilen Zustand. Dabei erleidet wohl selten das ganze Riesen- 
molekiil eine Polymerisation in dem Sinne, wie dies z. b. beim 
Vebergang der Cyansiiure in die Cyanursiiure der Fall ist, 
sondern es findet meistentheils die Atomverschiebung in einer 
Theilmolekel zu einer stabileren Form statt, ahnlich wie dies 
z. B. der Fall ist beim Uebergang des wenig bestiindigen Mo- 
lekiils des Hydroazobenzols in die mehr stabile des Benzidins. 

NH—C,H, CH,—NH, 
NH—C,H, —NH, 


Hydroazobenzol Benzidin. 
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Kin solches Riesenmolekiil mit) verschiedenen Zymase- 
molekeln ist nach unserem Dafiirhalten auch der wirksame 
Stoff des Hefepresssaftes.  Ausser der von Buchner 
constatirten Bildung von Kohlensiiure und Alkohol ist) darin 
nach Cremer?!) auch ein glycogenbildendes und nach Martin 
Hahn?) ein proteolytisches Enzym enthalten, 

Unter den von Thier- und Pflanzenkorpern abgesonderten 
Knzymen gehort der Magensaft zu denjenigen, die am wenig- 
sten fremde Beimischungen enthalten. Es ist ein Secret ad hoc, 
das einerseits das Eiweiss der Nahrung lOsen und andererseits 


1) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 32. 8. 2062 —2064. 
2) Maly Jahresber. f. 1899, 935. 
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mittelst des Labenzyms in eine fiir den Organismus noéthige 
Form iiberfthren soll. Die genauere Untersuchung dieses 
Secretes hat gezeigt, dass das wirksame Princip darin ein 
hdchst complicirter, aus Eiweissstoffen, Lecithin und Pentose 
zusammengesetzter Korper ist, der ausserdem in seinem 
Molekiil Chlor, Phosphorsiiure und Eisen enthalt. Die Unter- 
suchung dieser Substanz hat aber ferner ergeben, dass die 
der organischen Chemie entlehnten Reinigungs- und 
Trennungsmethoden, wie das Waschen mit Wasser, 
Alkohol u.s. w., zersetzend auf diese Substanzen ein- 
wirken. Wir ersehen hieraus, wie illusorisch die Hoffnung 
ist, mittelst der bisherigen Isolirungs- und Trennungsmethoden 
chemisch reine Enzyme darzustellen. Um diesen Zweck 
zu erreichen, miissen erst neue, viel weniger eingreifende 
Untersuchungsmethoden gefunden werden. 

Zum Schlusse médchten wir noch eine Thatsache beziig- 
lich der Eiweissnatur der Enzyme hervorheben, die tbrigens 
schon von Pekelharing in richtiger Weise beleuchtet wurde. 
Wiederholt wurde angegeben, dass durch PepsinlOsungen, die 
nicht die geringste Eiweissreaction zeigen, EKiweissstoffe doch 
verdaut werden. Ohne behaupten zu wollen, dass  jedes 
Knzvm nothwendig eine Proteinsubstanz sein muss, zweifeln 
wir nicht daran, dass das Pepsin ein complicirt zusammen- 
gesetzter EiweisskOrper ist: nur ist der, sozusagen, pliysio- 
logische Nachweis der Enzyme ein viel empfindlicherer als wie 
die eigentlichen chemischen Eiweissreagentien. Nach den be- 
stiimmungen von F. Hofmeister?!) ist die Biuretreaction 
die mindestempfindliche. In einer alkalisch gemachten Losung 
von 1:2000 gab vorsichtiger Zusatz von Kupfersulfat) noch 
rothliche Farbung, in einer Losung von 1: 10000 nicht mehr. 
Zusatz von concentrirter Salpetersiure, sowie Kochen 
der mit concentrirter Kochsalzlosung und Essigsiiure 
versetzten Fliissigkeit ergab bei 20000facher Verdiinnung noch 
eine deutliche Triibung. Bei derselben Concentration fiel auch 
die Millon’sche Probe noch positiv aus, nicht aber in den 


1) Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. H, 5. 291. 
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verdiinnteren Proben. Ferrocyankalium und Essigsiéure 
brachten noch in 50000facher Verdiinnung deutliche Tribung 
hervor, nicht mehr deutlich aber bei 1LOOQ00facher Verdiinnung. 
Von den weniger fiir Eiweiss und mehr fiir Alkuloide charak- 
terisuischen Heagentien ergaben Tannin, Phosphorw olfram- 
siure, Jodquecksilberkalium und Jodwismuthkalium 
noch in sauren Losungen 1: 100000) merkliche Triibungen, 
Pekelharing gibt aber an, dass einige Hundertstel eines Milli- 
gramms, ja selbst '/1000 mg von seinem Pepsin emigen 
Stunden eine Fibrinflocke auflOsten. 

In unseren Versuchen verdauten Losungen, die in LO com. 
halbprocentiger HCL O,05 @ des Magensaftes enthiellen, Fibrin 
In elnigen Stunden, und ihre Verdauungskraft fiir geronnenes 
Kiweiss, nach Mette bestimmt, war gleich 1,2. mm. In 
des Saftes sind ca. 3 ¢ festen Riickstands enthalten. Nehmen 
wir an, dass der gauze feste Riickstand nur aus Pepsin be- 
steht, so waren in 1 com. der Losung nur O,QQ0O1S @ Pepsin 
enthalten. Eine Menge, die noch durch die Alkaloidreagentien, 
nicht aber durch die gewoOhnlichen Eiweissreagentien nach- 
weisbar ist. In der That verhielt sich unsere Losung gegen- 
iiber den Eiweissreagentien und selbst gegen. Jodquecksilber- 
und Jodwismuthkalium negativ. 

Herr Dr. Dzierzgowski, der gerade zu gleicher Zeit 
mil der Untersuchung der pflanzlichen Enzyme unserem 
Institute beschiittigt war, tiberbrachte uns ea. 100 com. des 
frischen, vollkommen klaren Saftes von Nepenthes, haupt- 
siichlich von Nepenthes messteriana herrithrend. Dieser 
Saft, von schwach saurer Reaction, der innerhalb einer Viertel- 
stunde bei Bruttemperatur Fibrin’ vollkommen aufl6ste, gab 
mit den oben. citirten Eiweissreagentien nicht die geringste 
Triibung resp. Fiirbung. Als Herr Dzierzgowski aber diesen 
Saft im Vacuum bei 30° verdunstete, gab der auf einige Cubik- 
centimeter eingeengte Riickstand sowohl mit Salpetersaure, 
wie mit Essigséiure und Ferrocyankalium deutliche Trii- 
bung und wurde mit Millon’s Reagens bei gelindem kr- 
wiirmen roth angefirbt. 

Kinen schlagenden Beweis dafiir, dass der physiologische 
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Nachweis dieser labilen Proteine unvergleichlich empfindlicher 
als der chemische ist, haben wir in den Antitoxinen, welche 
allen bisherigen Untersuchungen zufolge den Enzymen_ sehr 
nahe stehen und ebenfalls zu den labilen, complexen Eiweiss- 
~toffen gehoéren. 

1 com. des hochwerthigen, antidiphtheritischen Serums 
enthalt #00— 800) Antitoxineinheiten — im = Mittel 600° Ein- 
heiten —. In 0,00166 com. ist also eine Heileinheit enthalten. 
10) Serum enthalten durchschnittlich 6 g Eiweisskorper. 
f com. des 600 verdiinnten Serums enthiilt) demmnach 

Das Diphtherieantitoxin ist in dem Globulinniederschlage 
des Serums enthalten. Nehmen wir an, dass der zehnie Theil 
des Serumeiweisses aus Antitoxin besteht, was sicher viel zu 
hoch gegriffen ist, so wiirde 1 com. des 600 fach verdiinnten 
Serums etwa @ Antitoxin enthalten. Als Einheit des 
Antitoxins gilt die 10 fache Heildose, resp. eine einfache Heil- 
dose ist in cem. enthalten. Ein millionstel Gramm Eiweiss 
kann also durch Heilung eines durch sicher todtliche Diphtherie- 
foxindose inficirten Meerschweins physiologisch nachgewlesen 
werden, Durch chemische Reagentien ist dies nicht 

Von dhnlichen, wie den oben auseinandergesetzten, An- 
<chauungen ausgehend haben wir eine Untersuchung des pan- 
kKreatischen Sattes unternommen. Wir konnen schon jetzt 
mittheilen, dass aus dem = klaren, nach Pawlow’s Methode 
gewonnenen Safte wir in den Alkoholitherextracten Lecithin 
nachgewiesen haben. Ob es uns gelingen wird, die verschie- 
denen pankreatischen getrennt zu isoliren, oder ob 
hier analoge Verhéltnisse wie beim Magensatfte sich heraus- 
stellen werden, das ist die Hauptaufgabe, deren Losung wir 
anstreben, 
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Ueber die Stickstoffausscheidung nach Leberexstirpation. 
Von 
Dr. S. Lang, Karlsbad. 


Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Gesellschaft zur Férderung deutscher 
Wissenschaft, Kunst und Litteratur in Bohmen. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Strassburg. Neue Folge Nr. 44.) 


(Der Redaction zugegangen am 9, Marz 1901.) 


I. 

Die grosse Bedeutung der Leber fiir den Stickstoffhaushatt 
des thierischen Organismus steht auffallenden Gegensatze 
zu den spaérlichen  sicheren Kenntnissen, die wir tber die 
Zwischenprodukte bei gest6rter oder ausgeschalteter Leber- 
function besitzen. Diese Liicke erklart sich zum Theile aus 
den grossen Schwierigkeiten der Leberausschaltung, die beim 
Siiugethier fast uniiberwindlich sind, zum Theile aus dem Mangel 
einer geelgneten Methodik, die einen Einblick in) die quanti- 
tative Zusammensetzung der stickstoffhaltigen Bestandtheile des 
Harnes gewiihrte. 

Nachdem von Pfaundler!, eine brauchbare Methode zur 
Bestimmung der Stickstoffvertheilung im Harn ausgearbeitet 
worden war, schien es wiinschenswerth, die Verhiiltnisse der 
Stickstoffausscheidung im Harne der Vogel, bei denen eine ein- 
wandsfreie vollige Leberausschaltung moOglich ist, zu untersuchen. 

Die wichtigen und fiir die Lehre von der Harnsiéurebildung 
im Vogelorganismus grundlegenden Versuche Minkowski 
hatten bereits dargethan, dass bei entleberten Génsen eine 
auffallende Verschiebung der stickstoffhaltigen Bestandtheile 
des Harnes eintritt. Die bei normalen Giinsen 60—70° » 
des Gesammtstickstolls betragende Harnsiiureausscheidung ver- 


1, Pfaundler. Ueber ein Verfahren zur Bestimmung des Amido- 
stiurenstickstofts im Harn. Diese Zeitschr.. Bd. XXX, 3S. 75. 

2, Minkowski. Ueber den Eintluss der Leberexstirpation auf den 
stoffweehsel. Archiv f. exper. Pathol. u. Pharmak., Bd. 
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schwindet zum groéssten Theile, dagegen werden 50—60°)o des 
Gesammtstickstoffs als Ammoniak ausgeschieden. Die daneben 
in Form von Harnsiiure ausgeschiedene Stickstoffmenge betriigt 
nur 3—6°o des Gesammtstickstoffs und entstammt, wie die 
Versuche von v. Mach!) zeigten, der durch die Leberaus- 
schaltung nicht behinderten Oxydation von Purinkérpern. Es 
liess sich erwarten, mit Hilfe der erwiihnten Methode etwa 
neben der Ammoniakausscheidung stattfindende Veriinderungen 
in der Stickstoffvertheilung, die immerhin noch 50—40°/o des 
Gesammtstickstofles betreffen konnten, aufzufinden, sowie iiber 
das Verhalten eingefiihrter stickstoffhaltiger Stoffe im Organismus 
nach der Leberausschaltung und ihre im Harne erscheinenden Um- 
wandlungsprodukte eine tibersichtliche Orientirung zu gewinnen, 


I. 

Was die Ausfiihrung der Methode betrifft, so schien es 
zuniichst) hinreichend, das Pfaundler’sche Verfahren fol- 
gender Vereinfachung durchzuftihren. 

|. Bestimmung des durch Magnesia austreibbarenStickstofts. 

2. Bestimmung des Stickstoffs von Phosphorwolframsiiure- 

mederschlag und -Filtrat in der L6sung des nach der 
Magnesiadestillation verbleibenden Riickstandes. 

Es wurde eine abgemessene Menge Harn mit N-freier Magnesia 
im Ueberschuss versetzt und destillirt. Der Riickstand wurde in salz- 
siure (spec. Gew. 1,124) gelést und mit Phosphorwolframsiure (nach 
Pfaundler’s Vorschrift bereitet) gefillt. Der Niederschlag wurde meist 
nach 2¢stiindigem Stehen abfiltrirt. mit verdiinnter Phosphorwolframsiure 
gewaschen und Niederschlag, sowie das mit der Waschifliissigkeit) ver- 
einigte Filtrat. zur Stickstoffbestimmung verwendet. Ausserdem wurde 
eine andere Harnportion direkt mit Phosphorwolframsaure gefallt und in 
Niederschlage sowie im Filtrate (vereinigt mit der Waschiltissigkeit) der 
Stickstoff bestimmt. Auf diese Weise war innerhalb gewisser Grenzen 
eine Kontrolle der ersten Bestimmungen mdglich, indem der Stickstofi 
des Phosphorwolframsiéureniederschlags der Summe aus dem Ammoniak- 
stickstoff und dem nach der Magnesiadestillation durch Phosphorwolfram- 
siiure fallbaren Stickstoff entsprechen musste, wihrend der Stickstoffgehalt 
des Filtrates mit dem des Filtrates der ersten Phosphorwolframsiiure- 


1) v. Mach, Ueber die Bildung der Harnsiure aus dem Hypo- 
xanthin. Arch. f. exper. Pathol. u. Pharmak., Bd. XXIV, 5. 389. 
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fillung tbereinstimmen sollte. Die Uebereinstimmung konnte keine ab- 
solute sein, da bei der Magnesiadestillation auch ein allerdings geringer 
Antheil des Stickstoffes aus Harnstoff und vielleicht auch anderen amid- 
artigen Verbindungen in Freiheit gesetzt wird. 

Bei der Austillung mit Phosphorwolframsiure wurde darauf geachtet, 
einen grésseren Ueberschuss zu vermeiden: es wurde in jedem einzelnen 
Kalle durch vorsichtigen allmaihlichen Zusatz der Siure die ndthige Menge 
ermittelt, die je nach der Concentration des Harnes schwankte. 

Auf diese Weise wurde der ausgeschiedene Stickstofh tn 
drel Gruppen gesondert: 

Fraction Der durch Magnesia austreibbare Stickstolf, 
entsprechend dem Stickstoff des Ammoniaks und einem kleinen 
Bruchtheile aus Harnstoff und eventuell vorhandenen Siiure- 
amiden abgespaltenen Stickstoffs. 

Fraction Der durch Phosphorwolframsiure nach 
Entfernung der Fraction | fallbare Stickstoff, entsprechend dem 
Stickstoff der Harnsiiure, der Purinkérper, eventuell der Dia- 
minosduren, 

Fraction Hh Der durch nach 
Entfernung der Harnsiiurebasenfraction nicht fillbare Stickstolf, 
entsprechend den Amidosiiuren, dem grossten Theile des Harn- 
stoffs, dem) Kreatin. 


II. 


Nothwendige Voraussetzung fiir die Beurtheilung der nach 
Leberausschaltung eintretenden Verhiltnisse war die Kenntniss 
der Stickstoffvertheilung im normalen Giinseharn. Es wurden 
daher zuniichst einige Normalversuche angestellt. Um = den 
Harn ohne Beimischung von Koth zu erhalten, wurde normalen 
Thieren, die constant in allen Versuchen mit Hater geftittert 


wurden, der Mastdarm oberhalb der Kloake unterbunden, der 


1) Der Uebersichthehkeit halber soll im Folgenden der stickstofi 


der Fraction | als Magnesia-Stickstoff. der Stickstoff der Fraction IL als 
Harnsiiurebasenstickstoff, der Stiekstoff der Fraction IL als Monamido- 
siiurenstickstoff bezeichnet werden, ohne durch diese Ausdriicke die 
Bestandtheile der einzelnen Fractionen im Einzelnen charakterisiren 
zu wollen. 
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Harn unter Toluol aufgefangen. Die Entnahme der einzelnen Z 
Portionen fir die Bestimmungen stiess insofern auf Schwicrig- 
keiten, als der entleerte Harn reichlich Harnsiiurekiigelchen, 
in schleimige Substanz eingebettet, enthélt, die der 
Fliissigkeit rasch zu Boden sinken. Eindampften des Harnes 
zu einem gleichmiissigen Brei konnte Veriinderungen der stick- ag 


stoffhaltigen Substanzen herbeifiihren. Es wurde deshalb eine 
moglichst gleichmiissige Vertheilung durch Schiitteln zu erzielen 
versucht. In Versuch Ul wurde der Harn centrifugirt, die 
liissigkeit) tiber dem 
wiederholt mit 
centrifugirt. 


sodensatze abgegossen, das Sediment! 
destillirtem Wasser gewaschen und wieder 
Es wurden dann von der mit den Waschwiissern 
vereinten Harnfliissigkeit, sowie von dem Sedimente gewogene 
Mengen zu gesonderten Bestimmungen 
den Gesammtharn umgerechnet. Ich 
tabellarischer Form folgen: 


genommen und aut 


lasse die Resultate in 


Ver- 


Ver- Ver- 
such | | such If sueh II : 
(resamimtstickstoff 0.3423 | 0.2716 | O.B4S7 

In Procenten des Gesammtstickstoffs . 21,07 °%o | 240% 28° 


ln Procenten des Gesamintstickstoffs. 


\Vlonamidosiiurenstickstoff 


In Procenten des Gesammtstickstoffs. 


66.46 
0.0427 


12.5% 


HOD 
0,0415 


15.5 


18.6" 


P-W-Nied.-N1), direkt im Harn 


In Procenten des Gesammtstickstoffs. 


P-W-Filtr.-N, direkt im Harn 


In Procenten des Gesammtstickstoffs. 


0.2996 


87.) 9 


13.3 °/o 


0.2843 5 


*)S1°. 


1) P-W-Nied.-N bedeute den Stickstoff des Phosphorwoltramsiure- 


niedersehlags: 


P-W-Filtr.-N bedeute den des 


*) Die mit *) bezeichneten Zahlen sind durch indirekte Bestimmung oe Z 
gefunden. 
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Die erhaltenen Zahlen zeigen gute Uebereinstimmung mit 
den in der Litteratur vorliegenden Angaben tiber die Zusammen- 
<etzung des normalen Vogelharnes (Meissner,!) v. Knierim,?; 
Mever.*; Minkowski‘). Diesen zufolge erscheinen  darin 
des Gesammtstickstoffes in Form von Harnsiiure, 
18. in Form von Ammoniak, 2—6°%o in Form von 
Harnstoff. Die etwas héheren Ammoniakwerthe in meinen Ver- 
suchen erkliren sich vielleicht daraus, dass bei der Magnesia- 
destillation aus dem Schleimkérper®) des normalen Giinseharns 
eine geringe Menge Amidstickstoff abgespalten wird. — Die 
Werthe fiir den Stickstoff der Harnsiiurebasenfraction decken 
sich wohl ganz mit dem Stickstoff der Purinkérper: die Werthe 
der Monamidosiiurefraction bewegen sich ziemlich engen 
Grenzen, von 12—18°/o des Gesammtstickstoffs. 


IV. 


Nachdem so die Stickstoffvertheilung des normalen Harnes 
festgestellt war, konnten die Untersuchungen des nach Leber- 
exstirpation entleerten Harnes ausgefiihrt werden. Die Leber- 
exstirppation wurde nach Minkowski s Methode ausgefiihrt, 
mit der kleinen auch von Kausch®) als zweckmissig erkannten 
Modification, erst das ligament. suspensor., dann die vom 
Magen her in den linken Leberlappen einmiindenden Gefiasse 
und dann erst die Leberpforte zu unterbinden. Vor jeder 
Operation wurde das Rectum unterbunden, nach beendeter 
Operation die Kloake ausgespiilt. Meist wurden die ersten, 


1) Meissner. Zeitschrift fiir rationelle Medicin, 3. Folge, Bd. al. 

2) v. Knierim. Zeitschrift ftir Biologie, Bd. 13, S. 36, 1877. 

3) Meyer und Jaffé, Ber. d. deutschen chem. Gesellsch., Bd. 10. 

4, Minkowski, |. e. 

® Diese Vermuthung ist deshalb naheliegend, weil die durch Cen- 
trifagiren. erhaltenen Sedimente des normalen Giinseharnes, welche nur 
aus Harnsiiure und Schleim bestehen, bei der Magnesiadestillation etwas 
Stickstoff abspalten. 0.927 ¢ eines solchen Sedimentes lieferten z. b. 
0.00518 Magnesiastickstoff. 

6) Kausech, Archiv f exper. Pathologie und Pharmakologie. 
Bd. 34, 8. 219. 
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nach der Operation entleerten Harnportionen, die noch etwas 
harnsiiurereicher sind, nicht mit verarbeitet. 


Versuch IV. 


Operation beendet um 12 Uhr: das Thier lebt noch Abends 
um 9 Uhr und wird am niichsten Morgen todt gefunden. 


In 100 com. Harn 
Giesammt-N 

Magnesiastickstoff 182° 4 68.40. 
Monamidosiiurenstickstoff . *) 0.0679 25,8 9/5 
P-W.-Nied.-N direkt im Harn... 0.201% 779 
P-W.-Filtr.-N direkt im Harn .. . *) 0,063 23,0 
N(NH,) nach Schlésing..... 5 67.67 


Uin ein fiir alle Mal die Frage zu entscheiden, ob nach der 
Leberauschaltung eine Veriinderung der Harnstoffausscheidung 
eintritt, welche den Werth der Amidosiiurenfraction beetnflussen 
konnte, wurde in diesem Falle auch eine Harnstoffbestimmung 
ausgeftihrt. In 20 ecem. Harn wurde das Ammoniak durch 
Kochen mit Magnesia verjagt, der Wiickstand Salzsiiure 
gelost und mit Phosphorwollframsiiure gefaillt, das Filtrat: durch 
12 Stunden mit Phosphorséiure auf 150° erhitzt, der Riickstand 
in Wasser aufgenommen und einer Magnesiadestillation unter- 
worfen; es fanden sich 0,00224 Stickstoff ent- 
sprechend 4,3° 0 des Gesammil-N. Eine Vermehrung des 
Harnstoffs war somit nicht eingetreten, ein Resultat, das mit 
Minkowski’s Beobachtungen jibereinstimmt. 


Versuch V. 

Operation beendet um 4114/2 Uhr. Tod um 3? 2 Uhr. 
Trotzdem dieses Thier nur 4 Stunden gelebt hatte, wurde der 
Hari doch verarbeitet, um ein Bild der Uebergangsverhiiltnisse 
zu erhalten, 
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| In Procenten des 
In 100 com. Harn 

Gesammtstickstoff .......-. 0.2184 — 

Magnesiastickstoi . ......-. 0,0847 38,6 
Harnsdurebasenstickstoff *)0,0553 | 23,3 
Monamiudosiiurenstickstoff *) 0,077 36,19, 
-W.-Nied.-N direkt im Harn... 0.140% | 63,9 0 
P-W.-Filtr.-N direkt im Harn... 0.077 | 36.1 


Die Menge des Ammoniaks zeigt sich wohl gegeniiber 
der Norm vermehrt, jedoch noch nicht zur vollen Hohe gelangt 
dementsprechend weist auch der Phosphorwolframsiiurenieder- 
schlag-N eine relativ hohe Zahl auf, die wohl durch die Harn- 
~iiure bedingt ist: die Menge des Stickstoffs der Monamido- 
siiurenfraction ist sowohl gegen die Norm, wie gegen die Zahlen 
bei voller Hohe der nach Leberausschaltung eintretenden Ver- 
iinderungen vermehrt: diese Thatsache soll im Zusammen- 
hange mit spiiteren Versuchen gedeutet werden, durch welche 
dieselbe eine Erklirung erfihrt. 


Versuch VI. 


Operation beendet um 1f'/2 Uhr: das Thier lebt noch 
Abends um 9 Uhr. Morgens todt gefunden. Der Harn wurde 
in getrennten Portionen aufgefangen und verarbeitet, um einen 
Minblick in den stufenweisen Verlauf der Stickstoffverschiebung 
zu erlangen: denn wie aus Minkowskis Versuchen hervor- 
geht, zeigt sich innerhalb der geringen Harnsiiureausscheidung 
eine allmihliche Abnahme in den spiiteren Stunden nach der 
Leberexstirpation, bis ein constantes niedriges Niveau erreicht 
ist. Die erste Harnportion wurde nicht verarbeitet, die zweite 
war von 4—7 Uhr entleert worden, die dritte war der Kloake 
des todten Thieres entnommen. Der Harn reagirte in diesem 
Versuche ausnahmsweise alkalisch und wurde deshalb, um 
Ammoniakverluste zu verhiiten, in Salzsiiure (normal) aufge- 
fangen. 
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Harnportion Il 
In Procenten 
In 100 cem. | des ; 
Gesammt-N 


In 100 com. 


Harnportion Il 


In Procenten 


des 


Gesammt-N. 


Magnesiastickstofh . 
Harnsiiturebasenstickstoff 


Monamidosiiurenstickstoff . 


P-W,-Nied.-N direkt im Harn 


P-W.-Filtr.-N direkt im Harn 


| 
0.3528 


4,82 %o  0,0392 
*)0,0872 24,78 | 0,0973 


0.107 


Versuch VIL. 


Operation beendet um 1142 Uhr; das Thier lebt noch 
un 10 Uhr. Der Harn wurde wieder in einzelnen Portionen 
untersucht, mit Ausschluss der zuerst entleerten. 
war von 3! 2—4 Uhr, die Ill. von 4—7 Uhr entleert worden, 
die IV. in den letzten Lebensstunden, vereinigt mit dem der 


Blase des todten Thieres 


entnommenen Harne. 


Harnportion I. 


0.8887 


10,08 


Die Il. Portion 


| arnes 
Giesammit- Magnesia- 
stickstoff | stickstoff stickstoff 


Monamido- 


siauren- 
stickstoff 


In Proce. des Gesammt-N . 


| 


73% 0 | 


Harnportion HI. 


In 100 cem. Harn. . . 0.247895) 0,1624% | 0.014% 


In Proce, des Gesammt-N . 


1, Diese Zahl stellt et 
Springens des Kolbens 


NH,) 
Schlosing: 
0.1568 
| 65.53% | 55S 
Schlésing: 

63,27 °/o 


ese 
to 


ne Minimalzahl dar. weil die Destillation 
die Ueber- 


einstiinmung mit den anderen Werthen lisst jedoch den Ammoniakverlust, 


) nicht zu Ende gefiihrt wurde; 


wenn iiberhaupt ein solcher vorlag, recht klein erscheinen. 


* 0.09949 


18.5 9/0 
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Harnportion IV. 


Giesammt | Magnesia- | Monamido- 
stickstoff stickstoff sticketolt stickstoff 
In 100 ccm. Harn. . . . 0,2310 | 0.1547 | 0.0203 ° *)0,056 
In Proc. des Gesammt-N . — 66,97 °/o | 8,78% | 24940), 
| 


Ueberblickt man die gefundenen Resultate, so ergibt 
sich als auffallendstes Ergebniss die starke Vermehrung des 
Magnesiastickstoffes, entsprechend der bedeutenden Ammoniak- 
zunahme, und eine Verminderung des im Phosphorwolframsiiure- 
niederschlage erhaltenen Stickstoffes, entsprechend der erheb- 
lichen) Abnahme der Harnsiiure. Die Zahlen stimmen sehr 
cut mit denen Minkowski’s iiberein, nach welchem 
des Gesammtstickstoffs als Ammoniak ausgeschieden werden, 
withrend die Harnsiiure auf 38 —6%o des Gesammt-N- sinkt, 
Wie aus den Zahlen, die bet Untersuchung der Einzelportionen 
erhalten wurden, hervorgeht, scheint in den spiiteren Lebens- 
stunden nach der Entleberung eine leichte Zunahme des durch 
Phosphorwolframsiiure fiillbaren Stickstoffs stattzufinden: so 
stieg derselbe in Versuch VI von 4,8 auf 10° 0, in Versuch VO 
von auf 8.7%. Dai eine Steigerung der Harnsiiureaus- 
scheidung sicher nicht stattfindet, muss die Zunahme = durch 
andere Stolfe bedingt sein. Auch im Phosphorwolframsiure- 
filtrate macht sich eine geringe Steigerung gegen die Norm 
hemerkbar. Diese Zunahmen des Stickstoffs sind jedoch zu 
klein, um bestimmte Sechliisse daran zu kniipfen. Es ware 
denkbar, dass diese Veriinderung durch Ausscheidtng yon 
Spaltungsprodukten der Eiweisskorper, die Vermehrung der 
Harnsiiurebasenfraction durch Auftreten) von Diamidosiuren, 
die der Monamidosiiurenfraction durch Auftreten) von Amido- 
situren bewirkt wiirde. Darauf abzielende Tsolirungsversuche 
haben der geringen zu erhaltenden Substanzmengen wegen zu 
keinem Resultate gefiihrt. Eine Klarlegung dieser Verhaltnisse 
liess sich nur dann erhoffen, wenn es gelang, gréssere Aus- 
schiiige in den einzelnen Fractionen erzielen. 
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Zuniichst erschien es geboten, den Einfluss zugeftihrter 
Amidosiiuren auf die Stickstoffvertheilung (nach der Entlebe- 
rung) zu untersuchen. Im normalen Vogelorganismus werden 
dieselben nach v. Knierim?!) in Harnsiiure tibergefiihrt. Ver- 
suche Minkowski's mit Fiitterung von Glycocoll, Leucin und 
Asparagin an entleberte Giinse hatten bereits ergeben, dass 
eine Vermehrung des Stickstoffs, bedingt durch eine Zunahme 
des Ammoniaks, erfolgt, und dass die Harnsiiureausscheidung 
vollig unbeeinflusst bleibt. 


Versuch VIII. 

Operation beendet 1144 Uhr. Das Thier erhalt un- 
mittelbar nach der Operation 1 g Glycocoll durch die Schlund- 
conde und 1!/2 g Glycocoll subcutan; es lebt noch um 10 Uhr 
Abends. Der Harn wurde in zwei Portionen aufgefangen und 
zwar Portion I bis 5 Uhr, Portion II von 5 Uhr ab. 


Harnportion. 


| P-W- 


| Gesammt- | Magnesia- Harnsaure- Monamido- | Nied -N 
stickstoff stickstoff | stickstoff | stickstom | im 

| Harn 


In 100 cem. Harn. 0,3922°» 0.2632 °/o | 0,0245 | 0,1044 » 0.3276 
| 


In odes Gesammt-N | — | 67,12 °%o | 6,242 | | 83,5 


| 


I]. Harnportion. 
0.4242 0.2730" 


In 100 cem. Harn. . | 
(Schlésing: | 
| 


(0.0147 0.1365 » | 0.310 
| 


0.3109, ,) 


| 
| | 
346% | 32,245 | 73,0 


odes Gesammt-N — | 643% 
| (Schlésing 


1) vy. Knierim |. ¢. 

“) Ausnahmsweise sind in diesem Versuche die Ammoniakwerthe 

hOher als die des Magnesiastickstoffes, ein Verhalten, das in keinem der 

Versuche beobachtet wurde und auf die Anwesenheit einer nach Glycocoll- 

flitterung auftretenden, dem Liwi’schen Kérper ahnlichen Substanz hin- 

deutet. (Vergl. diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 514.) 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXIL 
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Die gefundenen Zahlen lassen eine Abweichung gegen die 
friiheren Versuche nicht erkennen: der Zunahme des Gesammt- 
stickstoffs entspricht eine gleiche des Ammoniaks, so dass 
die procentische Vertheilung ungestért bleibt; zugleich geht 
aus den gleich niedrig gebliebenen Werthen der Harnsiure- 
basenfraction hervor, dass eine Vermehrung der Harnsiiure 
nicht erfolgt. 

Ein ahnliches Resultat lieferte der folgende Versuch. 


Versuch IX. 
Operation beendet 111/2 Uhr: unmittelbar nachher erhiilt 
das Thier asparaginsaures Natrium, und zwar 1 g subcutan 
und 1 g per os: es lebt noch um 9 Uhr Abends. 


| | In Procenten des 
| In 1 ecm Harn | Gesar it-N 


| 
Gesammistickstof . . . . | 0,7012 | - 
| 


0.2948 | 28.1%. 


| 
Monamidosiiurenstickstoff . | 

Der etwas héhere Werth der Harnséurebasenfraction ist 
in diesem Versuche wohl durch eine etwas grossere Harn- 
siuremenge zu erkliiren: die Section des Thieres hatte ergeben, 
dass ein grdésseres Leberstiickchen, dicht der vena cava an- 
gelagert, zurtickgeblieben war, und obwohl von nekrotischen 
Stellen durchsetzl, nicht ganz functionsunfiihig gewesen sein 
mochte. Zu einer Harnsiiurebestimmung reichte der spirlich 
entleerte, sehr concentrirte Harn nicht aus. Sonst stimmen 
die Zahlen sehr gut mit den friiheren Versuchen iiberein. Fiir 
die niedriger als in anderen Versuchen ausgefallene Ammoniak- 
menge wiire auch eine andere Erklirung heranzuziehen. 

Ein anderer mit Fiitterung von Asparagin angestellter 
Versuch missgliickte, indem das Thier zwei Stunden nach der 
Operation starb, ohne Harn entleert zu haben. 

Jedenfalls geht aus diesen Versuchen hervor, dass ein- 
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gefiiirte Amidosauren die Stickstoffvertheilung nicht beein- 
flussen: sie verhalten sich also in dem der Leber beraubten 
Organismus genau so, wie die aus dem Abbau des Eiweisses 
hervorgegangenen Amidosiuren, d. h. es erfolgt eine Abspal- 
tung von Ammoniak, welches im Harne vermehrt erscheint. 
Ob dieser Vorgang im normalen Vogelorganismus eine hervor- 
ragende Rolle bei der Harnsiiurebildung spielt, in der Weise, 
dass die aus dem Eiweiss entstandenen Amidosiiuren stets unter 
Ammoniikabspaltung zerfallen und erst dieses abgespaltene 
Ammoniak synthetisch in der Leber zur Harnsdurebildung ver- 
werthet wird, ist nicht mit Sicherheit zu entscheiden; das 
Resultat der nachfolgenden Versuche lasst jedenfalls Zweifel 
an dieser Auffassung berechtigt erscheinen. 


VI. 

Auffallendere Unterschiede in der Stickstoffvertheilung 
waren zu erwarten, wenn es gelang, auf Kosten der Ammoniak- 
ausscheidung anderen stickstoffhaltigen Substanzen einen brei- 
teren Spielraum zu gewahren. 

Da die reichliche Ausscheidung einer Siiure (Milchsiiure) 
durch Minkowski erwiesen war, lag der Gedanke nahe, ob 
die vermehrte Ausscheidung von Ammoniak nicht die Bedeutung 
einer Siureneutralisation besitze und durch Alkalidarreichung 
unterdriickt werden konne. 

Minkowski macht in seiner Abhandlung «Die Stérungen 
der Leberfunction» (Lubarsch-Ostertag) in) summarischer 
Weise Mittheilung tiber das Ergebniss solcher von R. Engel- 
mann ausgefithrter Versuche,!) nach welchen sich die Am- 


1) Herr Professor Minkowski hatte die grosse Giite, mir das Re- 
sultat dieser auf seine Veranlassung ausgefiihrten und nicht publicirten 
Versuche naher bekannt zu geben. Es liess sich durch Alkalidarreichung 
ein bedeutendes Absinken des Ammoniaks erreichen, wiihrend ein An- 
Steigen der Harnsiureausscheidung nicht beobachtet wurde; in einem 
Falle fehlten 70 °/o des Stickstoffs, die nicht als Ammoniak, Harnsiiure 
oder Harnstoff vorhanden waren. Ebenso verdanke ich Herrn Professor 
Minkowski die werthvolle Angabe, dass es nicht gelingt, den Thieren 
nach der Operation geniigende Mengen Alkali beizubringen, dass man 
hingegen dem Organismus einen geniigenden Alkalivorrath zufiihren kinne, 
wenn man die Thiere einige Tage vorher mit Alkalicarbonat fiittert. 
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moniakausscheidung entleberter Ganse durch Alkalizufuhr be- 
triichtlich herabdriicken lasse, ohne dass eine Steigerung der 
Harnsiureausscheidung eintritt, und schliesst daraus, dass die 
Storung der Harnsiiurebildung nach Ausfall der Leberfunction 
bei den Vogeln nicht allein auf der Ammoniakentziehung durch 
die Milchsiure beruhe. 

Ich lasse die Resultate einiger Versuche folgen: 


Versuch X. 


Kine Gans erhilt durch vier Tage je 5 g Natriumbicar- 
bonat durch die Schlundsonde eingegossen. Am Tage der 
Operation vor derselben 21/2 g, nach derselben wieder 2!/2 ¢ 
NaHCO,. Operation beendet 11!/2 Uhr; das Thier lebt noch 


spit am Abend. Morgens todt gefunden. 


In 100 cem. Harn | 
Gesammitstickstoff 0.2352 °/o | 
Magnesinsticxstom 0.1136 ° o | 48,3 
N(NH,) nach Schlésing. 0,098% | 41.6% 
Harnsiiurebasenstickstoff . . 0.0487 °/o ! 20,75 
Monamidosdurenstickstoff . . 0,0728 °'o | 30,96 
Harnsdurestickstoff?) . .. | 0.0132 °/o | 3.6 %/o 


1) Die Harnsiiurebestimmung wurde nach Hopkins durch Sattigen 
mit NH,Cl und nachheriges Wagen der durch HCl aus dem Ammonurat 
frei gemachten Harnsiure bestimmt. Da durch die Sattigung mit Salz 
auch Spuren eines EiweisskOrpers sowie Gallenfarbstoff mitgefallt wurden, 
war es nothig, die heisse Lésung des Ammonurats noch einmal zu 
filtriren, wobei der Eiweissniederschlag sowie der grisste Theil des 
Gallenfarbstoffs zuriickblieb. Der Rest des letzteren lisst sich nach Ab- 
scheidung der freien Harnsiiure leicht durch Alkohol entfernen. Wie 
gross der Fehler bei Ausserachtlassung dieser Angaben werden kann, lehrt 
folyender Vorversuch: Eine gemessene Harnmenge wurde mit NH,Cl ge- 
siittigt, filtrirt (nach vierstiindigem Stehen), der Niederschlag mit 20° 
(NH,),SO, gewaschen, dann in 2 °%/oiger N-freier Natronlauge gelést und das 
Ammomak in der Kilte (durch mehrtigiges Stehen der Fliissigkeit iiber 
Saure) vertrieben (Erhitzen wurde vermieden, um den Stickstoff des 
eventuell mitgefallten Eiweisses nicht zu verjagen), hierauf die ammoniak- 
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Versuch XI. 

Eine Gans erhiilt 2 Tage hindurch je 5 g NaHCO,. Vor 
der Operation 2 g, nach der Operation 2 g. Operation be- 
endet um 12!/2 Uhr. 

Um 312 Uhr werden 3 g NaHCO, eingegossen, die theil- 
weise wieder erbrochen werden. 

Um 5!/2 Uhr werden nochmals 2 g gereicht. Erst der nach 
5! » Uhr entleerte Harn reagirt alkalisch und wird deshalb in vor- 
gelegter Siiure aufgefangen. 

Tod unter Kriimpfen um 7!/2 Uhr. 


| In Procenten des 


00 ce 
In 10 ecm, Harn | Gesammt-N 
} 


Gesammtstickstoff . 0.1008 5 | — 


Magnesiastickstoff ......... 0.0420 ° | 41.6% 
} 
N(NH,) nach Schlésing. .... 0.036420 | 36,15 


Harnsiurebasenstickstoff ...... 0,0238 23,6 °/o 
Monamidosiurenstickstoff . 0.03430 5 | 34,0 
P-W-Nied.-N, direkt im Harn... . | 0.0630 | 62.5 °/o 
P-W-Filtr.-N. direkt im Harn . 0,0392 | 38,8 


Versuch NIl. 

Eine Gans erhalt durch 4 Tage je 5 g NaHCO, per os. 
Operation am 4. Tage der Fiitterung, beendet um 11'/2 Uhr. Tod 
um 1!/2 Uhr. Der reichlich entleerte Harn war sehr verdiinnt. 
Trotz der kurzen Lebensdauer des Thieres erscheinen die ge- 
fundenen Resultate gut verwerthbar. 


freie Fliissigkeit einer Stickstoffbestimmung unterworfen. Es fanden sich 
so 20°. des Gesammtstickstoffs, wiihrend der gesammte P-W-Nied.-N 
nach der Mg-Destillation nur 17°/o betrug und nur zum geringsten Theil 
aus Harnsiure bestand. 

In einem anderen Versuche, in welchem die Lésung des Ammonurats 
mit Lauge gekocht worden war, betrug der gefundene Stickstoff immer 
noch 13°/o des Gesammtstickstoffs, wiahrend der Harnsiiure nur 5.6 ° » 
entsprachen. 
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In Procenten des 


In 100 ccm. Harn | Gommat.% 


Magnesiastickstoff . 0,004 °/o | 6.0% 5 
Harnsiurebasenstickstof O.0115% 17.42% 
Monamidosiiurenstickstoff . . *)0,0805 | 76,52 
P-W-Nied.-N, direkt im Harn . . . 0,016 %o | 24,25 
| i 
P-W-Filtr.-N, direkt im Harn 0.0500 | 40,40 


Die niedrige Zahl des P-W-Nied.-N kann als beweis datiir 
angesehen werden, dass eine erhebliche Harnsiéureproduktion 
nicht stattgefunden hatte. Es war daher (nach Analogie 
der Versuche) eine betriéchtliche Vermehrung der 
Ammoniakmenge zu gewiirtigen, welche jedoch unter dem Ein- 
fluss des Alkalis ausblieb. 


Versuch NIl. 


Eine Gans erhiilt durch 3 Tage je 4 ¢@ NaHCO, (in 
2 Dosen tiiglich). Vor der Operation 2 g. Operation beendet 
um 11 Uhr. Da in den vorhergehenden Versuchen die vorherige 
Beibringung des Alkalis nicht zu gentigen schien, wurden nach 
der Operation noch einzelne kleine Mengen in grésseren Zwischen- 
riumen dargereicht. Dieses Verfahren empfahl sich auch im 
Hinblick auf die Erfahrung, dass einige Thiere, denen grossere 
Mengen (5—6 g) nach der Operation gereicht wurden, rasch 
unter Kriimpfen zu Grunde gingen. 


Um 2 Uhr werden 3 g NaHCO, eingegossen. 


Um > 2 NaHCO, > 
Um 7 2 NaHCO, > 


Der bis kurz vor 7 Uhr entleerte Harn reagirte immer 
noch sauer. Er wurde daher getrennt von der spiiter ent- 
leerten, alkalisch reagirenden Harnportion verarbeitet. 

Das Thier lebte noch um 8 Uhr Abends. Morgens todt 
gefunden. 
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Harnportion I. 


NONHs) Harnsiure- | Monamido- 
-Gesammt-N  Magnesia-N> nach basen- | siuren- 
| | Schlising | stickstoff stickstoff 
| 


In L00 cem. Harn  0,1498 0.0847 | 0.01960 2/0 *) 0.0455 ° 
In’ od.Gesammt-N 13,08°o | 30,42 


Harnportion Il. 


In 100 cem. Harn 0,1512% 00,0532 0,050 % 0.032902 *) 0.0651 


In? od.Gesammt-N | 35,18 30.2% | 21,76°% 43,06 9 


Harnsiurestickstoff in Portion IT 8.3°o des Gesammtstickstoffs. 

Um einen Vergleich mit den friiheren Versuchen zu er- 
leichtern, stelle ich in folgender Tabelle (Seite 336) die Resultate - 
(in Procenten des Gesammtstickstoffs ausgedriickt) zusammen. 

VI. 


Wie aus den Werthen des Magnesiastickstoffs!) ersicht- 


lich, gelang es in der That, durch Zufuhr von Natriumbicarbonat | 
die Ammoniakausscheidung betriichtlich herabzusetzen. Der 
durchschnittlich 65° 9 des Gesammt-N_ betragende Stickstoff des 


Ammoniaks sinkt bis auf 32°), also um die Hiilfte; die in 
einem Versuche beobachtete Herabsetzung auf 6°/o fand bei 


einem Thiere statt, das nur zwei Stunden gelebt hatte und bei _ 
welchem die Ammoniakausscheidung wohl noch nicht ihre ice 


maximale Hohe erreicht hatte, wie aus dem ihnlichen Ver- 
suche V zu ersehen ist, der ebenfalls ein Thier von kurzer 
Lebensdauer betrifft. Immerhin muss in diesem Versuche (XII) 
die Ammoniakmenge um mehr als die Hilfte herabgedriickt 
worden sein, wie bei der Beschreibung des Versuches (3. 355) 
niher ausgefiihrt ist. Allerdings bleibt es zweifelhaft, ob die ae 
gereichten Alkalimengen, geniigende Resorption vorausgesetzt, 


1) In allen Alkaliversuchen wurde das Ammoniak auch nach 
Schidsing bestimmt; die hier erhaltenen Zahlen entsprechen dem 
wahren Ammoniakwerthe, worauf es bei diesen Versuchen allein ankam. 
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| | ia ne { 
Magnesia. N (NH,) | Harnsdure Mor amido 
Art des Versuches Lebensdauer des Thieres N | Schlési Basen- siuren- N (U) 
| Stickstoff | Stickstoff 
| 
Mehr als 10 8,9°%o | 67,6795 5B 25,8 
Leberexstirpation Mehr als 10 Stunden 68,9 °/o | 97,67 Blo 8 %o 
Versuch V. 4 Stunden 38,6%o - 25,3 | 36,1 
Leberexstirpation 
2. Harnportion 70.4% | 59,53" 4.82 | 24,78 °/o 
Versuch VI. Mehr als 10 Stunden | | 
Versuch VIL. 2. » | 723 85% | 185 oly 
_—Leberexstir- | Mehr als 10 Stunden 63,53 Jo | 63,27 %Jo | 5,52%Jo | 28,95 
of pation 4. 66,97 | 8.78% 24,245 
Versuch VIII. 67,12 — 6,24 | 26,6 — 
| Gilycocoll- Mehr als 11 Stunden | | | 
fiitterung | 643° | 73% | | 32,24 °%/o - 
Versuch IX. | | 
| 
Futterung von asparaginsaurem | Mehr als 10 Stunden 15.5 =| 281% | 
Natrium | | | | | 
| | 
\ ersuc h X. Mehr als 10 Stunden 48.3 416°» | 20,7390 | 30, 6 D,6 
NaHCO, | | 
| 
Versuen At. | 7 Stunden 41,6% | 36,15% | 23.6% | 340% | 82% 
NaHCO, | | | | | 
Versuch NIL. | | | 92 FO 0 
NaHCo, | 2 Stunden 6.0 | 76,52 0 
Versuch 1. Harnportion 56,5 °/o | — 18,08 30,4° | 
NaHCO, 2. > | BOQ 21.76% | 43,0%% | 
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zur Neutralisation der gebildeten Siiture geniigten. Denn trotz 
der tagelang vorhergehenden Darreichung von Natriumbicarbonat 
sowie der relativ grossen Mengen, die in anderen Versuchen 
auch nach der Operation gereicht wurden, schlug die saure 
Reaction des Harnes erst spiit in die alkalische um. Die 
Zahlen des Versuches XII sind in dieser Richtung lehrreich, 
weil sie zeigen, wie im Anfange trotz des Alkalis die Ammo- 
niakzahl sich hoch erhalt, um erst spit erheblich abzusinken. 

Ueberdies kann die alkalische Reaction des Harnes nach 
Fiitterung von Alkali an entleberte Giinse auch nicht als 
sicherer Beweis dafiir gelten, dass dem Organismus geniigend 
Alkali zur Verfiigung steht; denn nach der Leberexstirpation 
fllesst das aus dem Magendarmtracte kommende Blut durch die 
Vena Jacobsonii direkt (unter Vermittlung einer Vena advehens) 
in die Nierenvene und es wiire moglich, dass es so zur Ab- 
scheidung eines alkalischen Harnes kommt, ehe die Gewebe 
mit Alkali tibersiittigt sind. Die Schwierigkeit, im Organismus 
entstandene Siiuren zu_ siittigen, fiir welche aus der mensch- 
lichen Pathologie das Coma diabeticum ein Beispiel  bietet, 
steht im auffallenden Gegensatze zu der Leichtigkeit, mit der 
die Entgiftung von aussen zugefiihrter Siiuremengen im Thier- 
versuche gelingt. Jedenfalls zeigt sich in den Alkaliversuchen 
eine deutliche Verschiebung der Stickstoffvertheilung, die nicht 
nur den Magnesiastickstoff betrifft: an Stelle des unterdriickten 
Ammoniaks tritt eine Vermehrung der Phosphorwolframsiiure- 
fillung und eine geringe Vermehrung des Monamidosiuren- 
stickstoffs auf, 

Da eine Vermehrung der Harnsiiure nach Alkalidarreichung 
nicht eintritt, sind die die Zunahme der Harnsiiurebasenfraction 
bedingenden Koérper wohl zur Gruppe der Diamidosiiuren (Ar- 
ginin oder Ornithin) zu rechnen. Dass die aus dem Eiweiss 
hervorgehenden Amidosauren im Harne entleberter Thiere nicht 
ohne Weiteres zur Ausscheidung kommen, scheint darin be- 
griindet zu sein, dass der Organismus dieselben bei Anwesen- 
heit grosserer Siiuremengen sofort unter Ammoniakabspaltung 
Weiter zersetzt und das abgespaltene Ammoniak zur Neutrali- 
sation der Siiure verwendet. 
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Zu Gunsten dieser Anschauung scheint auch das Ver- 
halten eingefiihrter Amidosiiuren zu sprechen. Nach Fiitterung 
derselben an entleberte Thiere (Versuch VII] und trat 
eine Aenderung der Stickstoffvertheilung nicht ein. Die Amido- 
siiuren stellen eben fiir den der Leberfunction beraubten Vogel- 
organismus ein Material dar, das er ebensogut als Mittel zur 
Siiureneutralisation beniitzt, indem er sie unter Ammoniak- 
abspaltung zersetzt, wie die aus dem Eiweisszerfalle im Orga- 
nismus hervorgehenden. 

Ebenso kénnten die ganz vereinzelt dastehenden hohen 
Zahlen der Monamidosiiurenfraction Versuch Nil 
auf dem Boden dieser Thatsache eine Erkliérung finden. beiden 
Versuchen gemeinsam ist die kurze Lebensdauer der Thiere: 
die Siturebildung seheint zur Zeit des Todes noch keine solche 
Hohe erreicht zu haben, um alles aus Amidosiiuren vertiigbare 
Ammoniak an sich zu reissen: infolge dessen konnten die 
Amidosiiuren unveriindert im Harne erscheinen, naturgemiss 
be: dem mit Alkali gefiitterten Thiere in viel grésserem Maass- 
stabe. Ferner ist es nicht unwahrscheinlich, dass die relativ 
niedrige Ammoniakzahl im Versuche LX, in welchem asparagin- 
saures Natrium verfiittert wurde, auf die neutralisirende Wirkung 
des darin enthaltenen Natriums zuriickzufiihren. ist. 

Fiir den durch Alkali nicht unterdriickbaren Antheil des 
Ammoniaks scheint eine Erklirung nicht unmodglich. Wenn 
die Vorstellung gerechtfertigt ist, dass der Aufbau der Harn- 
siiure bei den Végeln, analog wie es fiir die Harnstoftbildung 
beim Siiugethier wahrscheinlich ist, aus Amidosiiuren in Gegen- 
wart von Ammoniak in der Leber stattfindet, wiirde es nicht 
befremden, bei ausgeschalteter Leberfunction neben Amido- 
siuren?!) (einschl. Diamidosiiuren) auch Ammoniak in erheblicher 
Menge zu finden. 

Durch die Zwischenkunft eines zweiten, mit der Leber- 
ausschaltung im ursiichlichen Zusammenhange stehenden Pro- 
cesses, des Auftretens grosserer Mengen von Milchsiure, ge- 


1) Ich gebrauche den Ausdruck Amidosiuren hier und im Fol- 
genden in ganz allgemeiner Bedeutung. 
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langen eben die Amidosiuren nicht als solche zur Ausscheidung, 
sondern werden unter Ammoniakabgabe gespalten. Nach dieser 
Auffassung wire die Ammoniakausscheidung nach der Leber- 
ausschaltung auf eine doppelte Quelle zuriickzufiihren, wie dies 
auch den Verhiltnissen der Stickstoffbindung im Eiweiss ent- 
spricht. Auf Grund der bisherigen Untersuchungen (Nasse, 
Hausmann, Kossel und Kutscher) ist ein Theil des Stick- 
stoffs im Eiweissmolekiil in so lockerer Bindung vorhanden, 
dass er daraus durch Séiure und Alkali leicht) abgespalten 
werden kann. Wie eine demniichst zur Publication gelangende 
Untersuchung von Dr. Mochizuki aus dem hiesigen Institute 
celehrt hat, tritt ein Theil des EKiweissstickstoffs (Nasses und 
Hausmann Amidostickstoff) auch bei der Trypsinverdauung 
in Form von Ammoniak aus. Dass dieser, allerdings  relativ 
kleine Theil, auch im intermediiren Stoffwechsel als Ammoniak 
abgespalten wird und als solches zur Harnsiuresyvnthese dient, 
ist naheliegend. 

Fiir den fester gebundenen Stickstoff des Eiweisses, 
welcher bei Siéure- und Trypsinwirkung in Form von Amido- 
verbindungen und deren Derivaten erhalten wird, ist eine 
vitale Ueberfiihrung in Ammoniak an die Einwirkung von Fer- 
menten gekniipft, welche die Fiihigkeit) besitzen, solchen 
festgebundenen Stickstoff loszul6sen. In der That ist) nach 
Loewis?) und Jacoby's?) Erfahrungen die Existenz derart 
wirksamer proteolytischer Fermente nicht mehr zu bezweifeln. 

Damit hat die von Minkowski gehegte Vorstellung, dass 
die Umwandlung von Amidosiiuren der Fettrethe im Organis- 
inus des Vogels in der Weise von Statten geht, dass zuniichst 
Ammoniak und zwar auch ausserhalb der Leber abgespalten 
wird, eine gesicherte, auch fiir den Siéugethierorganismus gil- 
lige Grundlage erhalten. 

Wenn man jedoch in den vorliegenden Versuchen sieht, 
dass diese Abspaltung von der Groésse der Siiurebildung ab- 
hiingig ist und bei ausreichender Alkalizufuhr zum Theil unter- 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXV_. 3S. 5d. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 152. 
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bleibt, so wird man kaum geneigt sein, anzunehmen, dass diese 
Ammoniakabspaltung immer und in ganzem Umfange erfolgt. 

Kher scheint hier auch einer jener wunderbaren Reguli- 
rungsmechanismen vorzuliegen, an denen die Organismen so 
reich sind und der im gegebenen Falle die Aufgabe hatte, die 
Grosse der fermentativen Ammoniakabspalitung dem Alkalibedarf 
des Koérpers anzupassen. Dabei macht es den Eindruck, als 
ob beim Vogel fiir den Zweck der Neutralisation vor Allem 
die Monamidosiiuren ihren Stickstoff abgiiben, da die Vermeh- 
rung des Amidosiiurenstickstoffs nach Alkalizufuhr vorwiegend 
in dem durch Phosphorwolframsiiure  fillbaren Antheil zu 
Tage tritt.)) 

Dass die Storung der Harnsiiuresynthese durch die Leber- 
ausschaltung nicht eine Folgeerscheinung des vermehrten Siure- 
auftretens darstellt, geht ohne Weiteres aus der Thatsache her- 
vor, dass Alkalizufuhr keinen Einfluss auf die Harnsaureausfuhr 
dussert, 

Wenn aber auf Grund der ersten Versuche Minkowski s 
die Vorstellung kaum abzuweisen war, das an Stelle der Harn- 
siiure auftretende Ammoniumlactat sei die normale Vorstule 
der in der Leber entstehenden Harnsiiure, so wird man ange- 
sichts der Abhiingigkeit der Ammoniakausscheidung von der 
Alkalizufuhr eine erneute Priifung dieser Verhiltnisse wiinschens- 
werth finden. 

Ich hoffe, dieser Frage bald auf einem bisher nicht ein- 
seschlagenen Wege niiher treten zu kénnen. 

1) Kin Seitenstiick hierzu bildet das Auftreten der Ornithursaure 


nach Zufuhr von Benzoesiiure. Auch in diesem Fall widersteht eine 
Diamidosiiure, das Ornithin, im Vogelorganismus der Zersetzung. 
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Ueber ein proteolytisches Enzym in der Milz. 
Von 


sS. G. Hedin und s. Rowland. 


(Der Redaction zugegangen am 11. Marz 1901.) 


Schon mehrmals ist die Milz mit der Darmdigestion in 
Verbindung gestellt worden und zwar in der Weise, dass die- 
selbe die Pankreasverdauung verstiirken soll. Nach Schitf 
soll die Milz von der 4. bis 7. Stunde der Magenverdauung einen 
Stoff enthalten, der, durch das Blut dem Pankreas zugefiihrt, 
die Bildung des Trypsins verursacht.!) Herzen fand, dass 
Pankreasinfus, mit Milzinfus versetzt, Fibrin rascher verdaut, 
als ohne Milzinfus. Diese Wirkung schreibt er einer Substanz zu, 
die das Zymogen des Pankreas in Trypsin verwandelt.*) Der 
Schiff-Herzenschen Lehre von der Beeinflussung des Pan- 
kreas durch die Milz schliessen sich Gachet und Pachon 
auf Grund eigener Versuche an,*) wiihrend Lusanna und 
Schindeler, sowie auch Ewald+) die volle Wirksamkeit des 
Pankreas von entmilzten Hunden behaupten, was auch in der 
letzten Zeit von Popelski unter gewissen Bedingungen con- 
statirt wurde. 


1) Maly’s Jahresber., Bd. 7, 5. 320. 

2) Pfliiger’s Archiv, Bd. 30, S. 295 und Bd. 84 5. 126. 
3) Arch. de physiol., Bd. 30, S. 363. 

4) Maly’s Jahresber., Bd. 10, 8. 322. 

5) Maly’s Jahresber., Bd. 29, S. 353. 
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Bei unseren Untersuchungen sind wir in der Weise ver- 
fativen, dass die Milz so frisch als méglich vom Schlachthause 
geholt, zerkleinert, mit Sand vermischt und in einem beson- 
deren yon S. Rowland construirten Apparate 2—3 Stunden 
lang behandelt wurde, wodurch die Zellen gequetscht und das 
Gaanze in eine breiihnliche Masse verwandelt wurde. Daraut 
wurde mit Kieselguhr vermischt und mittelst) einer hydrau- 
lischen Presse der Milzsaft ausgepresst. Diese Behandlung wurde 
von Ss. Rowland ausgefiihrt, wihrend die chemischen Arbeiten 
von S. G. Hedin herrihren. 

Der Presssaft war von Himoglobin roth gefiirbt und die 
Reaction war immer stark sauer. Um zu priifen, ob der Satt 
moglicher Weise ein eiweissverdauendes Enzym enthilt, wurde 
derselbe zuniichst zur Autolyse bei Korpertemperatur in Gegen- 
wart von Toluol hingestellt. Der durch Gerbsiiure nicht fiill- 
bare Antheil des Stickstoffes wurde vor und nach der Digestion 
ermiltelt. Fir die Fiillung wurde eime 7°/oige, mit etwas 
Essigsiiure versetzte Losung gebraucht, und zwar wurde ein 
Volum Milzsaft mit dem gleichen Volumen Gerbsiiurelésung ver- 
setzt, was fiir vollstiindige Ausfiillung vollig ausreichte. In 5 
des Filtrats wurde der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. 


Versuch 1 (Rindermilz). 

Die Aciditit des Milzsaftes entsprach etwa 25) 
Mion-NaOH in 100 cem. Saft. Der Saft wurde theils ohne 
irgend einen Zusatz, theils mit Essigsdiure (0,25°/o) digerirt. 
Die Resultate sind aus folgender Tabelle ersichtlich. 

Die Ziffern geben die Anzahl Cubikcentimeter ! 10n-Saure 
an, welche dem Stickstoff von 5 ccm. unverdiinntem Saft 
entsprechen, 

Der ganze Stickstoffgehalt von 5 ccm. Saft entsprach 
42.7 cem. Siiure. 


- 
Vor der Nach Nach , Nach 
Digestion 16 Stunden | 22 Stunden | 40 Stunden 


Ohne Zusata .. 2... 7,4 7.4 | 164 16,4 
| 
Mit Essigsfure. .....-. 30,0 | 33.8 34.2 
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Kine Probe wurde auf dem Wasserbade erhitzt und mit 
Gerbsiiure gefillt. Der nicht fillbare Stickstoff entsprach 
7.6 cem. Saure. 

Eine andere Probe wurde erhitzt und 16 Stunden lang 


mit Essigsiiure bei 37° digerirt. Der nicht fiillbare Stickstoff 


entsprach 7,4 ccm. Saure. 


Versuch 2 (Rindermilz). 

In diesem Falle wurden verschiedene Proben ohne Zu- 
satz, mit Essigsiiure (0,25°/o), mit Salzsiiure (0,1°/o) und mit 
Natriumcarbonat (0,37°/o) digerirt. Der ganze Stickstoffgehalt 
entsprach fiir 5 cem. 35,1 cem. Siure. 


Vor der Nach Nach | Nach 
Digestion | 16 Stunden | 22 Stunden | ‘0 Stunden 


| 


| 17.4 17.6 | 19.8 
Mit Essigsiiure . | 26,7 | 27,8 | 30,0 
250 | 278 | 302 


| 


Kine erhitzte und sofort gefillte Probe ergab die Ziffer 7,4: 
eine erhitzte und mit Essigsiiure (0,25°/o9) 16 Stunden lang 
digerirte Probe ergab die Zahl 7,6. 


Versuch 3 (Rindermilz). 

Verschiedene Proben wurden mit Essigsiiure (0,25°/o) 
und mit Milchsiéure (0,25°/o) digerirt. Die Losungen wurden 
theils mit Gerbsiiure wie zuvor, theils mit einer LOsung von 
40° oiger Phosphorwolframsiiure und 10°/oiger Schwefelsiiure 
gefallt. Da die Gerbsiure im Ueberschuss das Pepton nicht 
fallt, die Phosphorwoliramsiiure aber ausser dem Eiweiss auch 
Pepton und moéglicher Weise vorhandene Basen fiillt, wird der 
Unterschied zwischen dem Stickstoffgehalt des Phosphorwolfram- 
suurefiltrats und des Gerbsiurefiltrats ein ungefiihres Maass von 
Pepton und Basen reprisentiren. Die Ziffern der Tabellen haben 
dieselbe Bedeutung wie vorher. Der ganze Stickstoffgehalt 
entsprach 38,7 cem. Siiure. 
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Digestion mit Essigséure. 


Vor der Nach Nach 
Digestion +0 Stunden 110 Stunden 
(iefallt mit Gerbsaure .... | B46 
Gefallt mit Phosphorwolframséure . . 178 | 200 
| 


Digestion mit Milchsiéure. 


(cefallt mit Gerbsiure ........ | 348 | 345 


(refiillt mit Phosphorwolframsiure . . 20,4 


Kine Probe, digerirt mit Milchsiure 150 Stunden lang, 
ergab, mit Phosphorwolframsiiure geféllt, ganz dasselbe Resultat, 
wie nach 110 Stunden. 


Versuch 4 (Rindermilz). 

Die Aciditiit des Saftes entsprach fiir 100 com. 40° ccm. 
io n-Lauge. 

Fir die Fiillung wurde in verschiedenen Proben Gerbsiiure, 
Phosphorwolframsiiure, sowie in einigen Fiillen Sattigung mit 
Zinksulfat in schwefelsaurer L6sung benutzt. Da nach den An- 
gaben von Baumann und Bomer das Zinksulfat Kiweiss und 
Albumosen, nicht aber Pepton ausfillt, darf erwarten, 
dass die Gerbsiiure und das Zinksulfat dieselben Resultate 
ergeben werden. Die folgenden Ziffern bestitigen dies. Die 
Digestion wurde in mit wasserfreiem Natriumcarbonat neutrali- 
sirler Losung, in saurer Losung ohne irgend einen Zusatz, in 
mit Essigsiiure (0,25°)0) und mit Salzsiiure (0,1° 0) versetzter 
Losung vorgenommen. 

Der gesammte Stickstoffgehalt entsprach 39,6 ccm. Siure. 


Neutralisirter Saft. 


— 
Vor der Nach- | Nach 
Digestion | 40 Stunden | 90 Stunden 


Gefallt mit Gerbsiiure | 191 | 204 
Giefiillt mit PWo-Siure . . 65 | — 10.9 
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Saurer Saft ohne Zusatz. 


Vor der Nach Nach 

Digestion #0 Stunden 90 Stnnden 
Gefallt mit Gerbsfure . ... i329 | 328 32.4 
Gefallt mit PWo-Séure ....... 65 — 20,8 


Mit Essigsiiure. 


Giefallt mit Gerbsfure ........ 13.9 33,0 B35 
Gefallt mit PWo-Séure ..... 6.5 17,4 18.0 
Mit Salzsiiure. 
Gefallt mit Gerbsfure 13,9 328 33.6 
Gefallt mit PWo-Sdure ....... 6.5 17.4 19.6 
Kine Portion wurde auf dem Wasserbade erhitzt, mit 
Essigsiure wie vorher versetzt, 16 Stunden lang autolysirt 
und mit Gerbsiiure gefillt; 5 ccm. unverdiinnter Saft entsprachen 
15.2 ccm. Séure. Unter denselben Verhiiltnissen, nur ohne 
Aufkochen, wurde die Ziffer 51,4 erhalten. ve My 
Versuch 5 (Rindermilz). 
Fallung mit Gerbsiure. Die Digestion wurde mit 
Essigsdure (0,25 °/o) versetzter, in neutralisirter und in alkali- 


~cher Losung (0,2°/o Soda) ausgefiihrt. Der Gesammtgehalt 
an Stickstoff entsprach fiir 5 Saft 30,2 com. Siiure. 


Vor der | Nach Nach 
Digestion | 16 Stunden | 40 Stunden 


Mit Essigsiure 25,6 | 267 


Versuch 6 (Pferdemilz). 


Die Aciditiit entsprach fiir 100 cem. 35 cem. '/10n-Lauge. 

Die Analysen wurden alle mit ausgefiilirt. 

Der gesammte Stickstoffgehalt entsprach fiir 5 eem. Saft 51 cem. 
saure, 

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXIL 2 
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Vor der | Nach | Nach 
Digestion | 16 Stunden #0 Stunden 
| 


Versuch 7 (Schafmilz). 

100 cem. Saft wurden neutralisirt durch etwa 20 ccm. 
'ion-Lauge. Fiillung mit Gerbsiiure. Der Stickstoff in 5 cem. 
entsprach 29,3 Saure. 


Vor der Nach Nach 
Digestion 1/46 Stunden | 40 Stunden 


Mit Essigsiure (0.2590) . . 6.6 24,8 26,2 


Nach Erhitzen auf dem Wasserbade und Fiillung mit 
Gerbsiiure wurde in 5 ccm. unverdiinnten Saftes Stickstoff, ent- 
sprechend 8.9 com. Siiture, gefunden. Da olne Erhitzen dic 
Ziffer 6,6 erhalten wurde (siehe die Tabelle), hat offenbar das 
Erhitzen einen kleinen Antheil des Eiweisses in durch Gerbsiiure 
nicht fillbare Form tibergefiihrt. Nach Erhitzen und Digeriren 
mit Essigsiture (0,25°/0), 16 Stunden lang, wurde die Ziffer 9.1 
und nach 40 Stunden die Zahl 9,2. erhalten. 

Versuch 8 (Schweinemilz). 
Die Reaction des Saftes entsprach fiir 100 cem, 14 ccm. 


Fillung mit Gerbsiiure. Der Gesammtstickstol! 


von com, Saft entsprach 28,3 cem. Siure. 


} 
Vor der Nach | Nach 
Digestion | 16 Stunden | 40 Stunden 


Mit Essigsiure (0.25%) ....... 64 | 26 233 
Mit Na,CO, (0.2%) 7.8 7.45 


Auf dem Wasserbade erhitzter Saft ergab sogleich ge- 
fillt die Zahl 7,2 und nach Digeriren mit Essigsiiure 40 Stunden 
lang die Ziffer 8.2. 
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Aus den erwihnten Versuchen geht zur Geniige hervor: 

1. Der durch Gerbsiiure nicht fiillbare Stickstoff des er- 
hitzten Milzsafts wird wahrend der Digestion mit 0,25°/oiger 
Essigsiure bei Korpertemperatur nicht wesentlich geiindert 
(Versuch 1, 2, 4, 7, 8). 

2. Der mit Gerbsiiure, Phosphorwolframsiiure oder Zink- 
sulfat nicht fallbare Antheil des Stickstoffes nimmt wiihrend 
Aufbewahrens des ftrischen Milzsaftes bei Koérpertemperatur 
in Gegenwart von Toluol zu. Diese Veriinderung des Eiweisses 
ist eine sehr schwache oder bleibt ganz aus in alkalischer, 
etwas stirker in neutraler und am stirksten in saurer Losung. 
bisweilen ist die Aciditaét des Presssaftes eine so starke, dass 
eine zugegebene Siiure keinen weiteren Einfluss hat (Versuch 4). 

3. Der mit Phosphorwolframsiure nicht fallbare Stickstoff 
erreicht nicht die Grésse des durch Gerbsiiure nicht fiillbaren. 
Indessen kOnnen wir aus den Versuchen 3 und 4 ersehen, 
dass die mit Phosphorwolframsaure fillbaren Substanzen eine 
Veriinderung erfahren zu einer Zeit, wenn die mit Gerbsaure 
nachweisbaren Veriinderungen schon zum Stillstand gekommen 
sind, was nach etwa 40 Stunden stattfindet. 

Wir glauben auf Grund des Gesagten folgern zu kénnen, 
dass die Milz von Rind, Pferd, Schat und Schwein ein 
proteolytisches Enzym enthalt, das am stiirksten in 
saurer Losung wirkt. 

Ob das Enzym in Form von einem Zymogen vorhanden 
ist, das durch die Siture gespalten wird unter Freiwerden des 
Lnzvms, oder ob die Siiure fiir die Wirkung des freien Enzyms 
von bedeutung ist, muss bis auf Weiteres dahingestellt bleiben. 

In den bereits erwiéhnten Versuchen haben wir die 
Wirkung des Milzenzyms auf die im frischen Milzsaft  vor- 
handenen Eiweisskérper untersucht: ausserdem haben wir 
wuch die Frage in Angriff genommen, ob der Milzpresssatft 
auch zagesetzte Eiweisskorper zu digeriren im Stande sei. 

Zu dem Zweck haben wir zuniichst gepriift, ob eine 
missige Verdiinnung irgend einen Einfluss auf die Autolyse 
austibt. Milzsaft wurde theils unverdiinnt, theils mit dem 
gleichen Volumen Wasser verdiinnt zur Digestion mit Essig- 
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siiure hingestellt und nach 16 Stunden mit Gerbsiéure gefiallt. 
lm ersten Falle wurde fiir 5 ccm. des unverdtinnten Safts 
Stickstoff, entsprechend 33 ccm. Siéure, gefunden und im 
zweiten Falle entsprechend 32,8 ccm. 

Versuch 9. 

Durch diesen Versuch beabsichtigten wir die Einwirkung 
von Milzsaft (vom Rind) auf die Eiweisskorper des defibrinirten 
Blutes, sowie auf das Fibrin zu erforschen. Der Stickstoff 
von 5 eem. Saft entsprach 34 ccm. 110 n-Siiure. 

Der durch Gerbsiure nicht fiillbare Stickstoff entsprach 
fiir 5 ecem. unverdiinnten Saftes nach Digestion mit Essigsiiure 
(0,25°/o) 40 Stunden lang 27,5 cem. Sdure. 

10 ccm. defibrinirtes Blut ++ 10 Wasser wurden 
mit Essigsiiure 40 Stunden lang digerirt. Der durch 20 ccm. 
Gerbsiiurel6sung nicht fillbare Antheil des Stickstoffs entsprach 
fiir 5 cem. des Filtrats 0,7 ccm. Siiure. 

10 com. Milzsaft +- 10 cem. Blut wurden mit Essigsiiure 
40 Stunden digerirt und mit 20 cem. Gerbsiiurelisung gefiillt. 
Der Stickstoff in 5 cem. Filtrat entsprach 15,6 cem. Siiture. Wenn 
von dem Bluteiweiss nichts veriindert worden wiire, hiitte die 


27.) 
Stickstoffmenge —,— 0,7 = 7,6 entsprechen sollen. 
+ 


Derselbe Milzsaft wurde mit frischbereitetem Fibrin und 
Kssigsiiure versetzt (250 g handgepresstes Fibrin auf 450 cem. 
Milzsaft). Nach einer Nacht war das Fibrin aufgelOst unter 
Hinterlassen eines feinen Pulvers und nach 40 Stunden wurde 
analysirt. Mit Beriicksichtigung der durch das feuchte Fibrin 
verursachten Vermehrung des Fliissigkeitsvolumens wurde der 
durch Gerbsiiure nicht fallbare Stickstoff in 5 ccm. unver- 
diinnten Saftes, 57,4 ccm. Siiure entsprechend, gefunden. Kine 
Kontrollprobe ohne Fibrin ergab 27,5 ccm. 

Versuch 10. 

10 com. Milzsaft wurden mit Essigsiiure (0,25°,0) und 
gekochtem Fibrin 40 Stunden lang digerirt. Dann wurde auf 
20 cem. verdiinnt und mit 20 cem. Gerbsiiurel6sung gefaill. 
Der Stickstoffgehalt von 5 cem. nichtverdiinnter Lésung entsprach 
67,8 ccm. Siure. Eine Kontrollprobe ohne Fibrin ergab 32,8 ccm. 
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Wie ersichtlich, besitzt der Milzsaft das Vermogen, die 
Eiweisskérper des Blutes digeriren; besonders leicht 
wird das Blutfibrin von dem Saft aufgelOst. In der That 
scheint die Wirkung des Milzsaftes in saurer L6sung mit der 
des Trvpsins verglichen werden zu konnen. Zum Vergleichen 
haben wir auch mit Pankreassaft, der in derselben Weise be- 
reitel worden war wie der Milzsaft, Versuche tiber die Auto- 
digestion In saurer, neutraler und alkalischer Losung vorge- 
genommen. Der Saft reagirte sauer, und die Aciditit 
entsprach fiir 100 cem. etwa 33 cem. !/1on-Lauge. Der gesammte 
Kiweissgehalt von 5 ccm. entsprach 61,7 cem. '/1on-Saure. 
Die tibrigen Kesultate sind aus folgender Tabelle ersichtlich. 
Die Ziffern geben wie vorher die Anzahl !/10n-Siiure an, welche 
dem in 5 cem. vorhandenen Stickstoff entsprechen, der nicht 
durch Gerbsiiure gefallt wird. 


Vor der Nach 
Digestion 16 Stunden 


Aus diesem Versuche ist ersichtlich, dass die Einwirkung 
der Siiure gerade entgegengesetzt der bei dem Milzsaft ist. 
Die Digestion in essigsaurer LOsung ist zwar eine sehr starke, 
aber immerhin schwiicher als in neutraler alkalischer, 
Wwihrend das Milzenzym in neutraler und alkalischer Losung 
entweder keinen oder nur einen schwachen Einfluss auf das 
Kiweiss ausiibt. Wir glauben daraus folgern zu miissen, dass 
das Milzenzym nicht mit dem Trypsin identisch ist. 

Arbeiten iiber die bei der Einwirkung des Milzsafts auf 
hiweissk6rper entstandenen Produkte, sowie iiber andere nahe- 
liegende Fragen sind schon im hiesigen pathologisch-chemischen 
Laboratorium im Gange. 


London, Jenner. Institute of preventive Medicine, den 
S. Marz 1901. 
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Ueber ein neues Histon aus Fischsperma. 
Von 
Robert Ehrstrém aus Helsingfors. 


Aus dem physiologischen Institut zu Marburg.) 


(Ver Redaction zugegangen am 28. Marz 1901.) 


In der Absicht, Protamin darzustellen, liess ich aus 
Finland Testikeln des dort allgemein vorkommenden Fisches 
Lota vulgaris kommen. Trotzdem diese Hoden vollkommen 
reif waren, konnte ich aus ihnen kein Protamin gewinnen, 
wohl aber eine reichliche Menge eines Korpers, der die Eigen- 
schaften eines Histons besass. Die Testikeln des Lota vulgaris, 
welcher dem zoologischen System nach zur selben Familie wie 
Gadus Morrhua, den Gadiden, gehért, zeigte sich, ebenso wie 
die Hoden dieser Fischart,!) frei von Protamin, im Gegensatz 
zueiner Anzahl anderer in dieser Richtung untersuchten Fische, 
wie Lachs, Hering, Stor, Makrele u.s.w.  Ebenso scheint 
sich mit dem Karpfen zu verhalten, vorausgesetzt, dass man 
berechtigt ist, die aus reifen Karpfentestikeln von Miescher?) 
isolirte «peptonartige Substanz von basischen Eigenschatten> 
als ein Histon auszusprechen. Einen gleichartigen  basischen 
Kiweissstoff erhiell Miescher aus unreifen Lachstestikeln und 
Bang?) stellte ein Histon, «Scombron», aus unreifen Hoden 
der Makrele dar. Es kann ausserdem noch hinzugefiigt werden, 
dass Mathews?) aus den reifen Spermatozoen eines Seeigels, 
Arabacia, ein Histon, das «Arabacin», gewann. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. S. 191. 

2) Verhandl. der naturforsch. Gesellsch. zu Basel. Bd. VI. S. 138. 
3) Diese Zeitschrift. Bd. XXVII, S. 463. 

+; Diese Zeitschrift, Bd. XXIII, S. 399. 
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Aller Wahrscheinlichkeit nach enthalten die Testikeln 
-jimmtlicher Fischarten in unreifem Zustande Histon, und zwar 
nach Kossel an Nucleinsiure gebunden. Dieses nucleinsaure 
Histon geht bei einigen Fischarten beim Reifwerden in nuclein- 
saures Protamin tiber, wahrend dieser Process bei anderen 
nicht eintritt. 

Nachdem ich eine Anzahl Versuche in verschiedenen 
Richtungen angestellt hatte, um die zweckmiissigste Methode 
zur Isolirung des Lota-Histons zu finden, erwies sich folgendes 
Verfahren als das bequemste. Die Testikeln wurden zuniichst 
in der von Kossel!) beschriebenen Weise behandelt und mit 
Alkohol und Aether ausgezogen. Die getrocknete Spermatozoen- 
Inusse wurde mit concentrirter Salzsiiture in der Reibschale 
zerrieben und eine Stunde bei Zimmertemperatur der Einwirkung 
der Siiure ausgesetzt. Darauf wurden drei bis vier Volumen 
Wasser hinzugefiigt und der Niederschlag, welcher die Nuclein- 
~toffe enthielt, abfiltrirt. Das Filtrat wurde mit Natriumhydrat 
neutralisirt und die neutralisirte Fliissigkeit mit dem fiinffachen 
Volumen Wasser versetzt, wobei ein reichlicher Niederschlag 
entstand. Dieser wurde abfiltrirt und auf dem Wasserbad in 
etwa halbprocentiger Salzsiiure aufgel6st. Aus der salzsauren 
Losung wurde das Histon mit Ammoniak gefiallt, wieder mit 
Salzsiiure gelost und mit Ammontak geffillt, und dieser Process 
danach noch einmal wiederholt. Schliesslich wurde die Substanz 
mit’ Wasser ausgewaschen. 

Die so gereinigte Substanz war sowohl in Wasser wie 
Neutralsalzldsungen) von verschiedener Concentration — voll- 
kommen unléslich, loste sich dagegen in Siiuren und Alkalien, 
Kine Losung der Substanz in verdiinnten Siiuren  konnte 
mit Natriumhydrat fiir Lackmus neutral gemacht werden, 
ohne dass das Histon sich ausschied. Eine solche neutrale 
Losung gab folgende Reactionen. Alkalihydrat oder Baryt- 
hydrat, bis zur alkatischen Reaction hinzugefiigt, erzeugten 
einen Niederschlag, der sich im Ueberschuss der Reagentien 
loste. Ammoniak gab ebenso einen im Ueberschuss léslichen 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXII, S. 178. 
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Niederschlag. Wenn Ammoniumchlorid zur ammoniakalischen 
Losung hinzugefiigt wurde, erschien wiederum ein wenn auch un- 
vollstiindiger Niederschlag. Natriumpikrat und Ferrocyankalium 
saben Niederschliige, welche sich bei Alkalizusatz l6sten. Serum- 
albumine gaben gleichfalls einen in Ammoniak oder Alkalihydrat 
loslichen Niederschlag. Salpetersiiure fallt den Korper nicht. 
Kupfersulfat, Quecksilbernitrat, Ferrichlorid und neutrales Blei- 
acetat erzeugen keinen Niederschlag, wohl aber basisches blei- 
acetat. Wird die neutrale Histonlésung gekocht, scheidet sich 
ein in Séuren unlésliches Gerinnsel ab. Dagegen coagulirt 
eine saure Losung des Korpers, also ein Salz des Korpers 
nicht. Eine mit Salzsiiure bereitete Losung dieses Histons 
wird nicht durch Alkohol gefiillt, wogegen eine Lésung der- 
selben in Schwefelsiiure fiillbar ist. Das Chlorid des basischen 
Eiweissstoffes ist demnach leicht léslich in Alkohol, das Sul- 
fat schwerloslich, ebenso wie die Chloride und Sulfate von 
verschiedenen Protaminen. Aether, auch in kleinen Mengen 
hinzugefiigt, scheidet aus der Lésung das Histon in leichten, 
auf der Aetherschicht schwimmenden Massen ab. Dies Ver- 
halten zeigt sich, wie mir Herr Professor Kossel mittheilte, 
auch bei Histonen anderen Ursprungs. Natriumchlorid  salzt 
den Korper aus. Die Fiillungsgrenzen fiir: Ammoniumsulfat 
sind #1 und 4,9, d. wenn zu einer Histonlosung  soviel 
Ammoniumsulfatlsung zugefiigl wird, dass in ccm. histon- 
haltiger Fliissigkeit 4,1 com. kall gesittigte Ammoniumsulfat- 
losung enthalten sind, so beginnt das Histon auszufallen, und 
wenn in den 10 cem. 4,9 cem. gesiittigtee Ammoniumsulfatl6sung 
enthalten sind, ist die Ausscheidung vollendet. Der Korper 
gibt schon in) der Kiilte schéne Biuretreaction und zwar mit 
violettem Farbenton. Die Xanthoproteinreaction positiy, 
Millon’s Reaction schwach, aber deutlich positiv, Molisch’s 
Reaction stark positiv, Adamkiewicz’ Reaction schwach 
vorhanden. 

Der aus Lota dargestellte Korper zeigt somit in’ seinen 
Reactionen recht bedeutende Abweichungen von den_ bisher 
gekaunnten Histonen. Dem Lota-Histon fehlen zwei der fiint 
Reactionen, welche Bang als charakteristisch fiir Histone 
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hat hervorheben wollen. Es ist weder durch Salpetersiiure 
fillbar, noch verhalt es sich beim Kochen seiner Lésung ent- 
sprechend diesen Angaben. Es unterscheidet sich weiter da- 
durch, dass es, durch Ammoniak gefiillt, in Wasser und Neutral- 
salzl6sungen unloslich ist, oder wenigstens sehr schnell unl6s- 
lich wird. Es gibt auch positive Furolreactionen, wiihrend 
Bang diese sowohl bei Thymus-Histon, wie Globin und 
<Scombron» vermisste. Dagegen gab das von Schulz!) dar- 
cestellte Globin Adamkiewiez Reaction «zwar schwach, aber 
iusgesprochen positiv>, aber nicht Molisch’s Reaction. Zwei 
Stickstoffanalysen von Lota-Histon nach Kjeldahl gaben eben- 
falls abweichende Zahlen von dem bisher gekannten Stickstofl- 
gehalt im Histon: 16,46°/0 resp. 16,49°/o. Die entsprechende 
Zahl fiir Thymus-Histon ist nach Bang 18,35, fiir das Histon 
der rothen Blutkérperchen nach Kossel?) 18,46, fiir Globin 
nach Schulz 16,89, fiir Lachs-Histon nach Miescher 17,64, 
fiir «Scombron» nach Bang 19,79 und fiir Gadus-Histon nach 
Kossel 18,65. geringen Stickstoffgehalt scheint das 
Arbacin zu besitzen, dessen Sulfat 15,91°/o N ergab. 

Kin Zweifel an der Zugehorigkeit des vorliegenden KOrpers 
zur Histongruppe kann jedoch nicht vorliegen. Dafiir sprechen 
deutlich seine ausgepriigten basischen Eigenschaften, und mit 
noch grésserer Bestimmtheit die Resultate einer quantitativen 
Bestimmung der Vertheilung des Basenstickstoffs. 29,5 g des 
Korpers wurden mit siedender Schwefelsiiture wihrend 14 Stunden 
zersetzt, und die Zersetzungsprodukte nach der von Kossel 
zum Theil in Gemeinschaft mit Kutscher’) angegebenen Me- 
thode bestimmt, nur mit einer von Herrn Dr. Hart im hiesigen 
Laboratorium ausgearbeiteten Modification der Ammoniak- 
bestimmung, die demniichst publicirt werden soll. 

In der folgenden Tabelle sind die gefundenen Zahlen 
zusammengestellt und zum Vergleich die entsprechenden von 
Kossel und Kutscher fiir Gadus-Histon und Thymus-Histon 
bestimmten Zahlen hinzugefiigt. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, 5. 449. 
Diese Zeitschrift, Bd. VU 511. 
Diese Zeitschrift Bd. XXXI. S. 165. 
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Vertheilung des Stickstoffs unter den Spaltungs- 


produkten 
des des des 
Lota-Histons Gadus-Histons | Thymus-Histons 
Gesammtmenge... ......-.. 100 | 100 | 100 

A. Basen-Stickstoff........ 34.55, 42.00. 42.46, 
ga) im Ammoniak 3.30 | 330 7.46 
4) im Histidin... 4,12 3.30 1.79 
c) im Lysin .... | 3,69 8,50 8.04 
¢) im Arginin... 2344 26,90 | 25.17 

Stickstoff in nicht be- | 

stimmter Form . ..| 65,40) 
Davon Humin-stickstoff. 14.95 5.80 


Die Menge der erhaltenen Basen in Procenten der zer- 
setzten Korper : 


Lota-Histon Gadus-Histon | Thymus-Histon 
Zersetztes Histon 100 100 1M) 
Histidin 2.85 1.21 
3,17 8,30 


Die angefihrten Zahlen zeigen deutlich die nahe Ver- 
zwischen den drei Kérpern. Charakteristisch sind 
die basischen Kigenschaften, die damit offenbar in Zusammen- 
hang stehende Fillbarkeit mit Ammoniak und der hohe Ge- 
halt an Argininstickstoff. Das Lysin tritt in geringerer Menge 
auf, wie bei den tibrigen Histonen, auch der Stickstoffgehalt 
des ganzen Molekiils ist etwas niedriger: immerhin die 
Giesammtmenge des Stickstoffs der harnstoffbildenden Gruppe 
und der Diamidosiiuren eine relativ hohe. Bemerkenswerth 1st 
auch das Vorkommen der «Kohlehydratgruppe» im Lota-Histon. 

Zuletzt. will ich die Gelegenheit benutzen, um Herrn 
Professor Kossel meinen verbindlichsten Dank fiir die mir 
angewiesene Arbeit und die mir dabei freundlichst gewiihrte 
Unterstiitzung beim Ausfiihren derselben auszusprechen. 
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Ueber Psyllawachs, Psyllostearylalkohol und Psyllostearylsaure 
(Psyllaalkohol, Psyllasaure). 


HI. Mittheilung. 
Von 


Ernst Edw. Sundwik. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Helsingfors. ) 


‘Der Redaction zugegangen am 30, Marz 1901.) 


Ich habe in 3 Publicationen (diese Zeitschrift, Bde. XVIU 
und XXV) die Untersuchungen verdffentlicht, welche ich tiber 
das von Psylla Alpi, einer auf Alnus incana lebenden Blatt- 
luus, erzeugte Wachs angestellt habe. Da ich keine Siiure 
bei der Spaltung walirnehmen konnte, habe ich mich fiir be- 
rechtigt gehalten, die Substanz als einen Aether zu charakte- 
risiren. Nunmehr ist es mir gelungen, auch eine Siiure dar- 
ziustellen und die Wachssubstanz als einen Ester) von der 
Ausammensetzung O° Cy .H,,0 festzustellen. Die eigen- 
artigen Eigenschaften der sehr schwachen Siiure, die Unlés- 
lichkeit auch threr Alkalisalze in Wasser und Alkohol neben 
anderen Umstiinden, moégen als entschuldigende Momente dienen, 
um so mehr, als ich stets mit nur geringen Mengen arbeiten 
konnte. 

Das Psvllawachs wird, wie ich gezeigt habe, am besten 
durch halbstiindiges Erhitzen im Oelbade bei 210—220° C. 
init Bromwasserstoffsiiure von 1,49 specifischen Gewichts ver- 
seift. Beim Oeffnen des zugeschmolzenen Rohres nimmt man 
keinen Druck wahr. Die grobe, krystallinische Masse wird ge- 
pulvert, mit Wasser vollig von Siure befreit und nach dem 
Trocknen mit Chloroform im Extractionsapparate gelést. Nur 
sehr geringe Spuren einer kohligen Masse bleiben ungeldst. 
Nach Verdunstung des Lésungsmittels bleibt der Stoff véllig 
farblos zuriick. 
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Die Scheidung der Bestandtheile konnte ich nach zwei 
Methoden bewirken. Erstens durch Zusatz von etwas starker 
Natronlauge zur alkoholischen Losung, wobei sowohl Sdaure 
als Alkohol ausgeschieden wurden, jene als Natriumsalz. Ein 
Zusatz von Wasser begiinstigt die Ausscheidung. Die Masse 
wird abtiltrirt, vOllig ausgewaschen, getrocknet und mit Chloro- 
form oder besser Aether oder Benzol im Extractionsapparat 
ausgezogen. Der Riickstand wird nach dem Trocknen in mit 
etwas Eisessig versetztem Alkohol auskrystallisirt. 

Zweilens habe ich das Verseifungsprodukt in heissem 
Alkohol gelést, mit Barvt und Chlorbarvum gefillt, ausgewaschen 
ind weiterhin wie oben behandelt. Nur habe ich vor der 
Extraction den Barvt mit verdiinnter, heisser Chlorwasserstofi- 
entternt. 

Aus Benzol, Petroleumiither, Chloroform und anderen 
Losungsmitteln krystallisirt. der Alkohol in seideglinzenden 
Schuppen, die Siiure viereckigen, rautenf6rmigen, diinnen 
Bittern, mit Winkeln von je 74° und 106° Es waren eben 
diese Krystalle, die ich als die dem Alkohol zugehérigen be- 
trachtete. Es lag nahe, anzunehmen, dass die Krystalle, von 
denen ich stets nur wenig bekam, den besonders reinen Alkohol 
darstellten. Durch meine Arbeitsmethode ging frither der grosste 
Theil der Siiure verloren. 

leh gehe nun zur Ermittelung der Zusammensetzung 
des Wachses, der Siiture und des Alkohols iiber. 

1. Das Psyllawachs. 

Dirch meine frither angefiihrten Elementaranalysen habe 
ich darthun kénnen, dass die Formel desselben C,,H,,0 oder 
ein Multiplum sein muss. Ich habe spiiter mehrere Molekular- 
bestimmungen gemacht, welche im Mittel 984 gaben; unter 
den Bestimmungen gab eine als Molekulargewicht die Zahl 954,6. 
Spiiter habe ich noch eine solche Bestimmung gemacht mit 
folgendem Resultat : 

113 ¢ in 50 cem. CH, (= 44 g) entspricht Stoff. 
— 0,068, also Molekulargewicht gleich 9816. 

C,5H,,0 entspricht dem Molekulargewicht 478. Die Forme! 
muss also verdoppelt und C,,H,,,0, geschrieben werden, ent- 
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<prechend dem Gewicht 956. Ein so geringer Fehler, wie 
hier vorhanden, kommt nicht in Betracht, da die Moéglichkeit 
einer genauen Bestimmung bekanntlich mit der Grésse des 
Molekiils abnimmt. 

Um zu erfahren, ob wirklich das Wachs in zwei fast 
ebenso grosse Molekiile zerfillt, habe ich zwei verschiedene 
Wege eingeschlagen : 

a) | g des vélhg verseiften und vor dem Wigen getrockneten 
Wachses wurde in Alkohol gelést, mit Baryt gefallt, mit Wasser ausge- 
waschen und getrocknet. Dei getrockneten Produkt wurde der neue Alkohol 
mit Benzol entzogen, getrocknet und gewogen. Der ungeliste Riickstand 
wurde mit heisser, verdiinnter Salzsiiure behandelt, ausgewaschen, 
trocknet und in derselben Weise extrahirt. Die Saure wurde als trocken 
cewogen. 

Ich erhielt: Alkohol 0,52 g, Saéure 0,57 g, zusainmen 1,09 g. Die 
Alkoholmenge bezw. Séuremenge sollte sich wie 0,54: 0.57 verhalten: die 
Zahlen sind also hinreichend genau. 

b) 0,390 g der mit HBr verseiften Substanz, wohl getrocknet, wurde 
in 50 cem. Benzol (== g) gelist. Lésung also 0.886% 
= 0.049: hieraus berechnet sich das Molekulargewicht zu 482 als Mittel- 
gehalt von 1 Molekiil Séiure und 1 Molekiil Alkohol, anstatt 487. Die 
Annahme, dass die beiden Molekiile fast gleich seien, ist auch hiermit 
bewiesen. Fs gilt nunmehr, nur noch die Séure und den Alkohol zu 
analysiren bezw. deren Molekulargewicht zu bestimmen. 


2. Die Psyllostearylsaure (Psyllasaure). 


Die vorher genannte, aus Essigsiiure enthaltendem Aethy!- 
alkohol auskrystallisirte Saure wurde analysirt und zwar mit 
folgendem Resultat: 

0,182 g gaben 0.5842 g CO, = 0,1457 C = 80,05". 
ebenso: 0,2252 g H,O == 0,02502 H = 13,759). 

== COOH erfordert 80.16% und 13.36°. 
Es war also die reine Siiure vorhanden. 

Ich habe, um sicher zu sein, auch noch das Molekular- 
gewicht bestimmt: 


0.2575 in 40 cem. C,H, gelést (specifisches Gewicht 0,82), 
also = 35,28 g C,H,. Die Lésung enthielt also 0,726°'o und das Mole- 


kulargewicht berechnet sich zu 497 (statt 494). 
Die Zusammensetzung C,,H,,O, zeigt, dass es nur eine 
einbasische Séure sein kann. 
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3. Der Psyllostearylalkohol (Psyllaalkohol). 


Aus dem Vorhergehenden ist ersichtlich, dass dem 
Alkohol nur die Zusammensetzung C,,H,,:OH zukommen kann, 
in Anbetracht nicht nur der Spaltungsprodukte, sondern auch 
der Zusammensetzung des urspriinglichen Korpers. Die Spal- 
tung kann nur in folgendem Sinne verlaufen: 


Alkohol. Siiure. 


Wie leicht einzusehen ist, ist auch die Moglichkeit einer 
zwel- oder mehrwerthigen Siure oder Alkohol ausgeschlossen. 
habe dennoch eine Molekulargewichtsbestimmung vorge- 
nommen : 


0.24 ¢ des Alkohols wurde in 50 cem. C,H, (== 0,88 specifisches 
Giewicht), also 44 2, gelést. Die Lésung enthielt 0,5425° 0 Stoff. 
to?—t’? 0.029 und das Molekulargewicht berechnet sich zu 496 


anstat! #80. 


Hiermit diirfte also bewiesen sein, dass Psylla- 
wachs eine neutrale Verbindung eines einwerthigen Alkohols 
OH) mit einer einbasischen Séure C,,H,,- COOH ist. 
Die Eigenschaften des Wachses wie auch des Alkohols sind 
unverrickt dieselben, die ich in meinen fritheren Publicationen 
ihnen zugetheilt habe. 

Lim noch sicherer zu sein, habe ich den benzoesiure- 
ester des Alkohols dargestellt und analysirt. 

Der Alkohol wurde mit der berechneten Menge Benzoe- 
siiuveanhydrid im offenen Gefiiss im Oelbade bis zu 150—165° 
erhitzt, erkalten gelassen und mehrmals aus Benzol und Petrol- 
iither umkrystallisirt. Der bei 68—69° schmelzende Ester gab 
her der Analyse folgende Zahlen: 

0.2440 ¢ gaben 0.6915 ¢ CO, = 0,1886 g C = 77,29° 0, 

ebenso: 0.2207 H,O = 0,03008 g H = 12,33 
Die Formel erfordert 77,42°o C und 12,26°o H. 


Ich lasse hier noch eine Tabelle tiber das Verhalten der 
oben behandelten Stoffe physikalischer Hinsicht folgen : 
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Die schwachen negativen Eigenschaften der Siure, wie 
auch der Umstand, dass die Salze unl6slich und amorph sind, 
machen es unmdglich, Analysen von Salzen zu erhalten, ob- 
gleich die schén krystallisirende Saure unschwer zu erhalten 
ist. Die Salze ziehen sich in das Filterpapier hinein und sind 
dann nach dem Trocknen nicht davon loszumachen. Auch 
das Silbersalz verhilt sich ebenso, obgleich es ungewohnlich 
bestiindig ist. So verfiirbt es sich z. B. erst nach liingerer 
Beleuchtung, 

Ueber die Schmelzpunkte des Benzoesiiureesters und des 
Alkohols bin ich nicht vollig sicher, da ja bekanntlich auch 
sehr geringe Beimischungen bedeutende Erniedrigungen zur 
Folge haben. Nach Beschaffung von etwas mehr Material be- 
absichtige ich eine neue Bestimmung zu machen. 


Helsingfors, Physiologisch-chemisches Institut. 
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Beitrage zur Kenntniss der Eiweisskorper. 
Von 
Docent Dr. Adolf Jolles in Wien. 


Aus dem chemisch-mikroskopischen Laboratorium von Dr. M. und Dr. Ad. Jolles 
in Wien.) 


(Der Redaction zugegangen am 1. April 1901.) 


Die bisher an isolirten remnen Eiweisssubstanzen durch- 
vefiihrten Versuche haben gezeigt, dass die Elementaranalysen 
allein durchaus nicht geniigen, einen Einblick in die Constitution 
der Eiweisskorper zu bieten, und dass vor Allem die grossen 
Verschiedenheiten, die zwischen den einzelnen Eiweisskorpern 
trotz ihrer aéhnlichen procentischen Zusammensetzung bestehen, 
ins veranlassen miissen, unser Hauptaugenmerk aut die Grup- 
pirung der Elemente im Eiweissmolekiil zu lenken. 

Um nun der Frage der Gruppirung niiher zu treten, gibt 
es ber den Eiweissstoffen nur folgenden Weg: 

Der zu untersuchende Korper muss der Einwirkung ver- 
schiedener Reagentien unterworfen werden, die je nach threr 
chemischen Beschaffenheit gewisse Complexe unangegriffen 
lassen. Diese Complexe sind dann als die Componenten des 
untersuchenden Koérpers aufzufassen, und diese Annahme 
hat um so mehr Wahrscheinlichkeit, je glatter und quanti- 
lativer die Einwirkung der Reagentien stattfindet. 

Von diesem Gesichtspunkte aus sind bereits eine Reihe 
von Arbeiten erschienen, welche sich mit der Spaltung des 
Kiweisses durch verschiedene Reagentien befassen. Die wesent- 
lichsten Spaltungsprodukte waren: Amidosiiuren (Glycocoll, 
Leucin, Monoamidovaleriansiiure, Asparaginsiiure und Glutamin- 
sdure), aromatische Kérper (Tyrosin, Indol, Skatol), Kohle- 
hvdrate, ein wenig erforschter schwefelhaltiger Complex und 
endlich die in jiingster Zeit aufgefundenen Hexonbasen (Lysin, 
Arginin, Histidin), welche in jedem Molekiil mehrere Amido- 
gruppen enthalten, 

Hoppe-Seyler's Zeitschrift physiol. Chemie. XXXIL 
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Die alteste einschlagige und beachtenswerthe Arbeit. ist 
die von P. Schiitzenberger,!) welcher Proteinstoffe sowohl 
der Einwirkung von verdiinnter Schwefelsiure als von Aetz- 
baryt in wasseriger Losung unterworfen hatte. Schtitzen- 
berger gelangte auf Grund seiner Versuchsergebnisse zu der 
Annahme, dass im Eiweissmolekile Oxamidgruppen vorhanden 
sind, eine Annahme, die nach der kitirzlich erschienenen Ar- 
beit von J. Habermann und Ehrenfeld?) unhaltbar  ge- 
worden ist. Ebenso war es diesen Forschern unmdglich, den 
von Schiitzenberger angenommenen quantitativen Ausdruck 
fiir das Vorhandensein der Harnstofigruppe im Eiweissmolekiile 
verificiren zu kOnnen, indem sie nachweisen konnten, dass 
das von Schiitzenberger gefundene constante Verhiltniss 
von Ammoniak zu Kohlensiiure bei der genannten Spaltung 
als sehr zweifelhaft zu bezeichnen ist. Einen werthvollen Bei- 
trag zur Kenntniss der Eiweisskorper haben Kossel und seine 
Mitarbeiter*) geliefert, indem es diesen Forschern gelungen 
ist, das Vorkommen der Hexonbasen, deren genauere chemische 
Natur im Wesentlichen aufgeklirt ist, bei der Spaltung sammt- 
licher Eiweisskorper zu constatiren. Hierauf gestiitzt, be- 
trachtet Kossel diese Substanzen als Kern des Eiweissmolekiils, 
an den die tibrigen Complexe (aliphatische und aromatische 
Amidosiiuren u. s. w.) angelagert sind. 

Kine Arbeit, welehe auf der Charakterisirung der Spal- 
tungsprodukte der Eiweisskérper durch Gruppenreactionen be- 
ruht, ist die von Hausmann,*) in der er der Constitution 
des Eiweisses mit Bezug auf die Stickstoffvertheilung durch 
quantitative Gruppenreactionen niher kommen wollte. Wenn 
es auch nicht moglich ist, aus den erhaltenen Resultaten sich 


1) Bulletins de la Société chimique de Paris, Bd. XXIII; Annales 
de Chimie et de Physique, XVI, V. Série. 

2) Ueber Proteinstoffe. Von J. Habermann und R. Ehrenfeld. 
Zeitschrift fiir physiol. Chemie, Bd. XXX, S. 453. 

3) Zeitschrift fiir physiol. Chemie, Bd. XXIII, 8S. 115 und 402; 
Bd. XXV, 5. 165; Bd. XXVI, 5. 588; Bd. XXVIII, S. 463; Bd. XXXI, 8. 165. 
Deutsche medic. Wochenschrift, 1894, S. 147. 

4) Ueber die Vertheilung des Stickstoffes im Eiweissmolekiil. Von 
Cand. med. Hausmann. Zeitschrift fiir physiol. Chemie, Bd. XXVII, 8. 95. 
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ein pricises Bild iiber die Stickstoflgruppirung im Gesammt- 
molekiil zu machen, so geht doch aus ihr hervor, dass zwischen 
den verschiedenen Eiweisskérpern sehr betriichtliche Unter- 
schiede in der chemischen Structur bestehen miissen.  Aller- 
dings ist zu bemerken, dass gegen die von Hausmann ange- 
wandte Methodik von Kutscher?!) gewichtige Einwiinde er- 
hoben worden sind. 

Cohn?) hat bei der Behandlung von EiweisskOrpern mit 
Siiuren einen Korper erhalten, den er aus dem Leucinimid 
durch Verdoppelung des Molekiils und Bildung eines Pipera- 
zinderivates erklirt. Die Entstehung der piperazinihnlichen 
Derivate aus dem Eiweiss leitet Cohn aus den Imiden der 
Amidosiiuren ab, wobei er annimmt, dass je zwei Molekiile 
unter Wasseraustritt zu einem ringfOrmigen Complexe zusammen- 
treten, womit die Annahme, dass Amidosiiuren Componenten 
des Eiweisses sind, eine weitere Stiitze findet. 

In jiingster Zeit hat Proéscher®*) versucht, die Spaltung 
von Eiweisskérpern, speciell von krystallisirtem Hiamoglobin, 
durch Zinnchloriir und Salzséure quantitativ zu verfolgen und 
ist hierbei zu dem Resultate gekommen, dass bei der Summirung 
der durch die jetzigen Methoden isolirbaren Bestandtheile nur 
die Hiilfte an Kohlenstoff und Stickstoff wieder gefunden 
wird, woraus zu schliessen ist, dass die von ihm = durch- 
gefihrte Reaction kaum im Stande ist, uns in die Zu- 
sammensetzung des Eiweisses einen einwandsfreien Einblick 
zu gestatten. 

Oxydationsversuche an Eiweisskérpern sind init Erfolg 
vor Allem von Hofmeister‘) gemacht worden. Hofmeister 


1) Ueber die Verwendung der Phosphorwolframséure bei quanti- 
tativen Bestimmungen der Spaltungsprodukte des Eiweisses. Von Fr. 
Kutscher. Zeitschrift fiir physiol. Chemie, Bd. XXXI, 5. 215. 

2) Ueber die Bildung von Basen aus Eiweiss. Von Prof. Cohn. 

3) Ein Beitrag zur Erforschung der Constitution des Eiweissmolekils. 
Von Fr. Préscher. Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXVII, 5. 114. 

4) Ueber Bildung des Harnstoffes durch Oxydation. Von Franz 
Hofmeister. Archiv fiir experimentelle Pathologie und Pharmakologie, 
Bd. XXXVII, S. 426—444. 
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hat bei der Oxydation von Eieralbumin durch Permanganat bei 
Anwesenheit eines UVeberschusses von Ammoniak Harn- 
stoff in relativ geringen Mengen nachgewiesen. Eine Discussion 
der von ihm = erhaltenen Resultate erfolgt an eimer anderen 
Stelle dieser Arbeit. 

Wie aus Vorstehendem ersichtlich, sind mit verschiedenen 
Reagentien Eiweissspaltungen vorgenommen worden, die ver- 
schiedene Spaltungsprodukte ergeben haben, die dann als 
Componenten des Eiweisses angesehen wurden. Eine definitive 
Kliirung des Problems der Eiweisszusammensetzung ist jedoch 
nur dann zu erhoffen, wenn eine grdssere Anzahl von glatt 
verlaufenden Spaltungen bekannt ist, so dass uns so zu sagen 
mehrere Schnitte durch das Eiweissmolekiil in verschiedener 
Richtung zu Gebote stehen, die in ihrer Gesammtheit ein voll- 
stiindiges Bild liefern. Nach den Erfahrungen, die ich bei den 
Purinkoérpern?) gemacht habe, glaubte ich im Permanganat in 
schwefelsaurer Loésung ein Reagens zu haben, welches auch 
hier die Aussicht auf eine leicht zu verfolgende und glatte 
Spaltung bietet, und hierdurch wurde ich veranlasst, die ver- 
schiedenen Eiweisskérper analog zu behandeln. Der Vortheil 
dieser Methode besteht darin, dass gewisse Korper, wie Harn- 
stoff, Mono- und Diamidosiiuren unter den angegebenen Be- 
dingungen nicht weiter veriindert werden, was gegeniiber den 
alkalischen Spaltungen, bei denen der Harnstoff zu Ammoniak 
zerfillt, und auch Diamidosiiuren nicht unangegriffen bleiben, 
ein wesentlicher Vortheil ist. Ausserdem erméglicht das Ver- 
schwinden der PermanganatlOsung bei der Oxydation eme 
Fixirung des Endpunktes, wodurch die gleichmassige Spal- 
tung gesichert ist, sofern man sich an gleichbleibende Concen- 
tration und Temperatur halt. 


Beschreibung des Verfahrens. 
0,4 —0O,6 ¢ Substanz wurden abgewogen, in ein Becher- 
glas von etwa 600 cem. Inhalt gebracht, mit ca. 400 ccm. 
1) Veber eine quantitative Reaction bei den Ureiden und Purin- 


derivaten. Von Adolf Jolles. Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. XXXII], 
S. 1246 und 2120. 


Ae 
4 
| 
i 
ig 
‘ 
A 
3 
ays 
: 
my 


destillirtem Wasser versetzt, 10 com. concentr. Schwefelsiure 
vom spec. Gewichte 1,84 hinzugesetzt, auf dem Drahtnetze 
erwiirmt und Permanganatlosung (ca. 4 g pro Liter) allmiihlich 
hinzugesetzt. Zu Beginn des Erwiirmens kann der Zusatz 
der Permanganatlosung cubikcentimenterweise erfolgen; sobald 
sich die Losung langsam zu entfiirben beginnt, setzt man das 
Permanganat nur tropfenweise so lange hinzu, bis der letzte 
Permanganatzusatz nach ?/,stiindigem Kochen nicht ver- 
schwunden ist. Es ist darauf zu achten, dass wiihrend der 
Oxvdation die Concentration der Losung durch  zeitweiliges 
Nachfiillen mit destillirtem Wasser anniihernd gleich erhalten 
bleibe: es empfiehlt sich, das Becherglas wihrend der Oxydation 
mit einem Uhrglase bedeckt zu halten. Sobald nach dem 
stiindigen Kochen die Firbung der PermanganatlOsung nicht 
verschwunden ist, entfirbt man den Ueberschuss von Perman- 
ganat mit einigen Tropfen sehr verdiinnter Oxalsiiure. Hierauf 
fiillt man den Inhalt des Becherglases in einen 1), Liter-Kolben, 
spilt nochmals mit destillirtem Wasser nach und kihlt den 
Inhalt des Kolbens ab. 

Nunmehr setzt man allmahlich Lauge hinzu, wobei nach 
jedesmaligem Zusatze der Lauge umgeschiittelt und gekihlt 
wird. Sobald das Mangan auszufallen beginnt, unterbricht 
man den Zusatz der Lauge und fillt den Inhalt des Kolbens 
mit destillirtem Wasser bis zur Marke auf. Von dieser Losung 
werden nun folgende Bestimmungen durchgefiihrt: 


I. Volumetrische Bestimmung des Stickstoffes. 


100 ccm. der Lésung werden in das Schiittelgefiiss des 
Azotometers ') gebracht, dann bringt man in das kleine Hart- 
gummigefiiss ca. 30—40 ecm. Bromlauge (25 g Brom und 80 g 
NaOH auf 1), Liter aufgefiillt) und geht im Uebrigen so vor, 
wie ich es bereits in extenso bei der volumetrischen Be- 
stimmung der Harnsiiure angegeben habe. 


1) Siehe Zeitschr. fiir physiol. Chemie, Bd. XXIX, 5. 236. (Ueber 
eine neue zuverlissige Methode zur quantitativen Bestimmung der Harn- 
saure im Harne. Von Adolf Jolles). 
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II. Bestimmung des Harnstoffes. 

100 bis 200 cem. der Lésung werden mit dem gleichen 
Volumen destillirten Wassers verdiinnt, mit etwas iiber- 
schiissiger Salzsiiure versetzt, am Wasserbade erwirmt, bis 
die Lésung farblos wird, dann die Lésung etwas eingedampft 
und hierauf unter Zusatz von etwas Phenolphtalein mit alko- 
holischer Natronlauge (30 g reines Aetznatron in wenig Wasser 
gelist und mit 95°/oigem Alkohol auf 1 Liter aufgefiillt) ver- 
setzt, bis eine schwache Rothfiirbung eintritt. Hierauf sduert 
man mit einem Tropfen verdiinnter Salzsiure an, wobei die 
Rothfiirbung verschwindet. Nunmehr liisst man die Losung 
ca. 2 Stunden lang stehen, wobei sich ein Theil der Salze 
ausscheidet, filtrirt hierauf und wiischt den Niederschlag mit 
absolutem Alkohol mehrmals aus. Das Filtrat wird auf 
ca. 20 cem. auf dem Wasserbade eingedampft, abkiihlen gelassen 
und abermals mit 100 cem. absolutem Alkohol versetzt. Nach 
mehrstiindigem Stehen werden die ausgeschiedenen Salze neuer- 
dings filtrirt und ausgewaschen. Das Filtrat wird abermals auf ein 
kleines Volumen eingedampft, und der weitere Vorgang so 
oft wiederholt, bis das eingedampfte und abgekiihlte 
Filtrat keine Ausscheidung von Salzen mehr zeigt. 
Nunmehr fiigt man zu dem Riickstande ca. 100 eem. einer ge- 
siittigten iitherischen Oxalsiiurelésung hinzu, rtihrt um und lisst 
das bedeckte Glas bei gewohnlicher Temperatur 24 Stunden lang 
stehen. Alsdann wird filtrirt, mit dem Filtrate das Becherglas 
ausgespiilt und der Niederschlag mit Aether ausgewaschen. 
Nunmehr wird das Filter sammt Niederschlag in einem Exsic- 
cator tiber Schwefelsiiure getrocknet, gewogen und der Stick- 
stoff nach Kjeldahl! in bekannter Weise bestimmt. 


III. Stickstoffbestimmung im Phosphorwolframsaureniederschlage. 


100 ccm. der Lésung werden in ein Becherglas gebracht, 
mit der oben angegebenen Bromlauge versetzt, mit einem 
Uhrglase bedeckt und umgeriihrt. Nach circa einstiindigem 
Stehen ist die Gasentwicklung vollkommen beendet. Nunmehr 
bringt man in das Gefiiss einen Ueberschuss von Salzsiiure, 
kocht das Brom aus, bis nach vollkommener Austreibung des 
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Broms die Fliissigkeit ganz farblos erscheint. Hierauf setzt 
man nach dem Abkiihlen einen Ueberschuss an salzsiure- 
haltiger Phosphorwolframsiiure ') hinzu, wobei in Anwesenheit 
fillbarer Substanzen sofort eine milchweisse Fiillung auftritt. 
Nach 24stiindigem Stehen wird der abgeschiedene Niederschlag | 7 
filtrirt, wobei der noch am Glase haftende Niederschlag mit | 
Hiilfe des Filtrates auf das Filter gebracht wird. Hierauf 
wird der Niederschlag sammt Filter getrocknet und der Stick- 
stoff nach Kjeldahl bestimmt. 


IV. Stickstoffbestimmung im Filtrate des Phosphorwolframsaure- . 
niederschlages nach Kjeldahl. 


Eintheilung der Spaltungsprodukte des Eiweisses mit Bezug n 
auf das vorstehende Verfahren. 
I. Die volumetrische Bestimmung ergibt nur den Stick- . Ae 


stoff aus Ammoniak und Harnstoff. 

I]. Nachdem hier nur der Harnstoff bestimmt wird, so 
liisst sich aus der Differenz von | und II das bei der Differenz 
eventuell auftretende Ammoniak bestimmen. 

Ill. In dem Phosphorwolframsiiureniederschlage konnen bei 
dem angegebenen Verfahren, wie ich mich durch einschligige 
Versuche tiberzeugt habe, auftreten: Methylamin, Diamidosiiuren 
und Glycocoll. ?) 

IV. Im Filtrate des Phosphorwolframsiureniederschlages 
findet sich bei einzelnen Eiweisskorpern ebenfalls ein Stick- 
stoffgehalt. Welchen Verbindungen dieser Stickstoffgehalt 
zuzuschreiben ist, ist derzeit noch unentschieden. Man kénnte 
hier beispielsweise an unvollstéindig ausgefillte Monoamido- 
siuren denken. 

Den Stickstoff dieser Verbindungen werde ich kurzweg 
Filtrat-Stickstoff nennen. 


An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass der auf- : - 


1) 2—3 g feste Phosphorwolframsiiure werden unter Zusatz von : 
Salzsiure gelist und eventuell filtrirt. 

2) Notiz tiber Glycocoll. Von Adolf Jolles. Zeitschrift. fiir 
physiologische Chemie, Band XXNI. S. 389, 
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tretende Harnstoff nicht als Spaltungsprodukt der Hexonbasen 
(Arginin, Histidin, Lysin etc.) aufzufassen ist, da dieselben 
beim Kochen mit Permanganat in saurer Losung unter den 
von mir angegebenen Bedingungen keinen Harnstoff liefern. 
Wenn einzelne Forscher aus Hexonbasen, wie Arginin, Lysatin 
und Lysatinin, durch Sieden mit Barytwasser Harnstoff erhalten 
haben und diese Erscheinung auf den Organismus derart tiber- 
tragen, dass sie eine rein hydrolytische Bildung des Harnstoffes 
aus dem Eiweiss, also ohne Oxydation, annehmen, so erscheint 
diese Folgerung unzuliissig, weil die Hexonbasen in den Ei- 
weisskorpern in relativ geringen Mengen vorhanden sind, und 
der Stickstof{ der Hexonbasen nur zum Theil in Harnstolf 
umgewandelt wird, z. B. beim Arginin im Maximum die Hailfte. 

Ausserdem zeigen die Eigenschaft der Harnstoffbildung durch 
Barytlauge nur jene Hexonbasen, welche den Harnstoff- oder Gua- 
nidinrest bereits enthalten, somit nur ein Theil der Hexonbasen. 

Untersuchung des Phosphorwolframsiiureniederschlages auf die 
Anwesenheit von Hexonbasen. 

Den Phosphorwolframsiiureniederschlag habe ich einer 
qualitativen Priifung auf die Anwesenheit von Hexonbasen 
unterzogen.  Bekanntlich hat zuerst Drechsel!) die Ent- 
deckung gemacht, dass bet der hydrolytischen Spaltung von 
Kiweisskorpern auch Substanzen von ausgesprochen basischem 
Charakter auttreten. Als spaiter Kossel*?) und Hedin die 
Methodik des Nachweises der drei basischen Spaltungsprodukte : 
Arginin, Histidin und Lysin wesentlich exacter gestaltet 
haben, gelang es, in allen untersuchten Eiweisskérpern diese 
Substanzen naechzuweisen. In Anbetracht der enormen Zeit- 
inanspruchnahme, welche die Beschaffung eines geniigend 
grossen Ausgangsmateriales beansprucht hiitte, habe ich mich 
damit begniigt, in dem quantitativ.§ gewonnenen Phosphor- 
wolframsiiureniederschlage die erwiihnten basischen Spaltungs- 
produkte qualitativ nachzuweisen. 

1) Ber. der mathem.-physik. Classe der Kgl. Sachs. Gesellschaft 
der Wissensch. 1892. 116. 

2) Zeitschrift fiir physiol. Chemie, Bd. XXII, S. 155. 

3) Zeitschrift fiir physiol. Chemie, Bd. XXV, 5. 165. 
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Der Phosphorwolframsiiureniederschlag entspricht dem 
Stickstoffgehalt an Arginin, Lysin und Histidin und sonstigen 
durch  Phosphorwolframsaure fiillbaren  Spaltungsprodukten 
ausser Harnstoff und Ammoniak. Dies gilt nur unter dem 
Vorbehalte, dass die Fillung mit Phosphorwolframsiiure that- 
siichlich quantitativ erfolgt, was nach den bisherigen Resultaten 
zu erwarten ist. Im gegentheiligen Falle wiirde noch ein Theil 
dieser stickstoffhaltigen Korper im Filtrate sich vorfinden. 
Kine Identificirung dieser Substanzen kann. selbstverstiindlich 
nur auf Grund von Versuchen mit sehr bedeutenden Sub- 
stanzmengen vorgenommen werden. 


Experimenteller Theil, 

Ich habe fiir meine Untersuchungen  herangezogen: 
krystallisirtes Eieralbumin, krystallisirtes Serum- 
albumin, krystallisirtes Serumglobulin (aus Pferdeblut), 
krystallisirtes Oxyhimoglobin (Pferd), Casein, Fibrin, 
Antipepton, Vitellin aus Eigelb, Vitellin aus Pflanzen. 

Krystallisirtes Eieralbumin. 
Darstellung. 

Hiihnereiweiss wurde zu Schaum geschlagen, 24 Stunden 
stehen gelassen, filtrirt, mit dem gleichen Volumen. gesiittigter 
schwefelsaurer Ammonlosung versetzt, wieder filtrirt, nach Hof- 
meister ') bis zur Ausscheidung von Globuliten-Warzen ver- 
dunsten gelassen, dieselben ausgepresst, in einer halbgesiittigten 
Ammonsulfatlbsung gelost und wieder verdunsten gelassen. Der 
erhaltene Krystallbrei: wurde filtrirt, in Wasser gelést, und das 
anhattende Ammoniumsulfat durch Dialyse moglichst entfernt. 
Aus der so resultirenden Lésung wurde das Eiweiss durch 
Fillung mit Alkohol und Erhitzen gewonnen, das  erhaltene 
Kiweisspriiparat mit Wasser, Alkohol, Aether gewaschen und 
bei ca. 105° C. getrocknet. 

Analytischer Theil. 

Von allen Substanzen, die zur oxydativen Spaltung 

herangezogen wurden, wurde der Stickstoffgehalt nach Kjel- 


1) Fr. Hofmeister, Zeitschrift physiol. Chemie, Bd. XIV, S. 165 
und Bd. XVI, S. 187. 
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dahl in einem besonderen Versuche ermittelt. Auch wurden 
alle nachstehend verzeichneten Kjeldahl-Bestimmungen zur 
Kontrolle doppelt ausgeftihrt. 
0.3642 g Substanz lieferten nach Kjeldahl 
0.05455 g Stickstoff, entsprechend 14,98°/o Stickstoff. 
Zur Oxydation verwendete Menge 0,5030g, das Oxy- 
dationsprodukt wurde auf 500 ccm. aufgefiillt. 


I. Volumetrische Bestimmung. 
100 cem. der Lésung — 0,1006 g Substanz  hieferten 
10,7 ccm. Stickstoff bei 24°, 748 mm. B = 11,7807 mg Stick- 
stoff = 11,710 Stickstoff. 


II. Stickstoffbestimmung im oxalsauren Harnstoff nach Kjeldahl. 
200 ccm. der Lésung 0,2012 g Substanz_ lieferten 
0,0875 g oxalsauren Harnstoff. Die Stickstoffbestimmung ergab 
0,0237 g Stickstoff, entsprechend 11,8°/o Stickstoff. 


III. Stickstoffbestimmung im Phosphorwolframsaureniederschlage. 

200 ccm. der Lésung wurden nach _ vorschriftsmiissiger 
Entfernung des Harnstoffes durch Bromlauge und Austreibung 
des iibersehiissigen Broms dureh Kochen mit Salzsiiure mit 
Phosphorwolframsiiurel6sung  gefiillt. Der Niederschlag aus 
200 cem. der Lésung — 0,2012 g Substanz gaben 0,0068 ¢ 
Stickstoff, entsprechend 3,12 °/o Stickstoff. 


IV. Identificirung des Harnstoffes. 

Zur genauen Identificirung des durch Oxydation aus 
dem Eieralbumin gewonnenen Harnstoffes wurden wiederholt 
geringe Mengen des reinen Praparates nach obigem Verfahren 
oxydirt, die Niederschlige von oxalsaurem Harnstoff gesammelt 
und bis zum constanten Gewichte getrocknet. Auch wurde 
aus dem Oxalate der Harnstoff rein dargestellt und durch den 
Schmelzpunct identificirt : 

Die Analyse des Oxalates ergab folgende Werthe: 

a) 0.2184 g Substanz lieferten 0,1852 g CO, u. 0,0964 g HO 
(CON,H,),C,0,H,.  Berechnet 22,86% H 4,76 %o. 

Gefunden: C 23,12°0 H 4,90°o. 
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b) Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl. 

0,0875 g Substanz gaben 0,0237 g Stickstoff. 

Berechnet: Stickstoff 26,66°/o; gefunden: Stickstoff 27,08 ° o. 

c) In 0,1501 g Substanz wurde die Oxalsiure mit Per- 
manganatlésung titrirt. (1 eem. KMnO« = 0.002257 g CeHeQs). 
Verbraucht wurden 28,6 cem. KMnO, Liésung = 0,0645 g C,H,O,. 

Berechnet: C,H,O, 42,86°).; gefunden: 42.97 ° 0. 


Priifung des Phosphorwolframsaureniederschlages auf Hexonbasen. 


Es wurden in allen Fiillen geringe Mengen der in Unter- 
suchung gezogenen Substanzen oxydirt, der Harnstoff durch 
Schiitteln mit Bromlauge vollkommen entfernt, iiber- 
schiissige brom durch Kochen mit Salzsiiure ausgetrieben, die 
durch Phosphorwolframsaéure hervorgerufenen Niederschliige 
gesammelt, ausgewaschen und getrocknet. 

Der auf diese Weise gewonnene Phosphorwolframsiiure- 
niederschlag des Eieralbumins wurde mit Aetzbaryt gekocht, 
Kohlensiiure eingeleitet, heiss filtrirt und mit Quecksilberchlorid 
im Ueberschuss bis zur sauren Reaction versetzt. Es resultirte 
ein geringer Niederschlag. Derselbe wurde im Wasser 
suspendirt, Schwefelwasserstoff eingeleitet, filtrirt und ein- 
gedampft. In den in geringer Menge gewonnenen Krystallen 
von Histidinchlorid wurde eine Chloridbestimmung ausgefiihrt. 

0,068 g Substanz, iiber Schwefelsiiure getrocknet, 

gaben 0,0471 Ag(Cl. 


Berechnet fiir: Gefunden: 
C,H,N,O,HCI--H,O 
Cl 16,90°/o 17.9 


Die Versuche, nach Kossel und Hedin Arginin als 
Silberdoppelsalz zu fallen, blieben resultatlos. Es wurde 
daher von Neuem mit Phosphorwolframsiiure gefiillt, ge- 
kocht, der Baryt mit Schwefelsiiure abgeschieden, die jetzt 
treie Basenlésung stark eingeengt und alkoholische Pikrinsiiure- 
losung zugesetzt. Nach einigem Stehen fallen feine Krvystall- 
nadeln aus, die spiiter derberen Charakter annehmen. Die 
Krystalle wurden nach mehreren Tagen mit heissem Wasser 
umkrystallisirt. Hierauf wurden die Krystalle mit verdiinnter 
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Salzsiiture und Aether geschiittelt, es bildet sich das Chlor- 
hydrat der Basen. Die wisserige Lésung wurde abgedampft. 
mit Methylalkohol aufgenommen, filtrirt, wieder aufgenommen, 
stark eingeengt und mit concentrirter Platinchloridlésung und 
Alkohol versetzt. Nur Lysin fiillt als Platinat. Es resultirten 
rothgelbe Prismen, welche mit einem als Vergleichsobject be- 
nutzten Lysinplatinchloridpriiparate nahezu gleichen Schmelz- 
punkt zeigten. Die Krystalle wurden bei ca. 120° getrocknet 
und der Platingehalt bestimmt. 


“ 


Filter sammt Glas ohne Niederschlag: 25,6241 g 
> » » mit 25.688) 


0.0644 ¢ 


Tiegel ohne: 11,2405 ¢ 
mit: 11,2632 » 


0.0227 2 


Berechnet fiir: Gefunden: 
Pt 35,05 35,25 °/o. 


Die Priifung des Phosphorwolframsiiureniederschlages mit 
Millon schem Reagens ergibt ein negatives Resultat, was. fiir 
die Abwesenheit der tyrosinbildenden Gruppe spricht. 


Krystallisirtes Serumglobulin (aus Pferdeblut). 

Das Blutserum wurde nach der Vorschrift von Reye ? 
von Fibrinogen getrennt und zwar wurden im Sinne des Vor- 
schlages yon Hausmann?) auf 2 Vol. Serum 5 Vol. Wasser 
und 3 Vol. gesiittigte) Ammonsulfatlésung verwendet. Nach 
Versetzen des Filtrates mit einer nahezu halbgesiittigten 
Ammonsulfatl6sung fiillt das Globulin aus. Dasselbe wurde tn 
Wasser gelOst, neuerdings mit Ammonsulfat gefiillt, hieraul 
nach Hofmeister bis zur Abscheidung von Globuliten  ver- 
dunsten gelassen und die weiteren Operationen so durehgefihrt, 
wie ich dieselben beim krystallisirten Eieralbumin angegeben 


t 


habe. 

1) W. Reye. Ueber Nachweis und Bestimmung des Fibrinogens. 
Dissertation, Strassburg, 1898. 

2) Zeitschr. f. phys. Chemie, Bd. XXVIT, 5. 102. 
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Analytischer Theil. 
0.2648 Substanz lieferten nach Kjeldahl 0.0422 g Stick- 
=toff, entsprechend 15,94°/o. 
Zur Oxydation verwendete Menge 0,5028 g, das Oxy- 
dationsprodukt wurde auf 500 ccm. aufgefillt. 


I. Volumetrische Stickstoffbestimmung. 
cem. der Lésung 0,05028 Substanz lieferten 
5,40 cem. Stickstoff bei 20° C. und 748 mm. B == 6,0637 mg 
Stickstoff — 12,06°/0 Stickstoff. 


II. Stickstoffbestimmung im oxalsauren Harnstoff nach Kjeldahl. 
200 cem. der Lésung 0,20112 Substanz lieferten 
0.0899 g oxalsauren Harnstoff. Die Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl ergab 0,02413 @ Stickstoff, entsprechend 12,00°/o 
Stickstoff, 
III. Stickstoffbestimmung im Phosphorwolframsaureniederschlage. 
Der Niederschlag aus 200 ecm. der L6sung — 0,20112 g 
Substanz lieferte 0,00790 g Stickstoff, entsprechend 
Stickstoff. 
IV. Identificirung des durch Oxydation aus dem Serumglobulin 
gewonnenen Harnstoffes. 


diesem Zwecke wurden wiederholt Mengen von 
ca. OO g Serumglobulin oxydirt, die Niederschliige von oxal- 
saurem Harnstoff gesammelt und einer Analyse unterzogen. 

a) O,1982 g Substanz lieferten 0,1679 ¢ CO, und 0,0877 ¢g H,O 
(CON,H,), -C,0,H,. Berechnet 22.86%, H 4,769 

Gefunden C 23,100, H 491°. 

b) Stickstoffbestimmung nach Kjeidahl. 

0,0899 g Substanz lieferten 0,02413 Stickstolf. 
Berechnet Stickstoff 26,66°/o; gefunden 26,84°o. 
Prifung des Phosphorwoilframsaureniederschlages auf Hexonbasen. 

Nach dem bereits beim Eieralbumin beschriebenen Ver- 
fahren konnte in dem grésseren Mengen gesammelten 
Phosphorwolframsiiureniederschlage Arginin, Histidin und Lysin 
qualitativ nachgewiesen werden. Beziiglich der Identifieirung 
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des Arginins habe ich das in Form des Nitrats erhaltene 
Arginin, welches sich nach dem Ergebnisse der Analyse als 
unrein erwiesen hat, in einer zweiten Probe in das Arginin- 
kupfernitrat Ubergeftihrt. Die Krystalle schmelzen bei ca. 114°: 
der Schmelzpunkt eines reinen Argininkupfernitrats liegt nach 
Schulze bei 112 bis 118°. Die Kupferbestimmung des iiber 
Chlorcalcium getrockneten Salzes ergab folgende Zahlen: 
Filter sammt Glas ohne Niederschlag: 25,6084 g 
> » » mut > : 25,6865 » 
g 
Tiegel ohne: 11,30680 ¢ 
> mit: 11,31751 » 
Cud. 


Berechnet fiir Gefunden: 
(CH,N,O,), Cu(NO,), + 3H,O 
Cu 10,77 11,04 °/o. 


Krystallisirtes Serumalbumin. 


Dargestellt aus Pferdeblutserum nach Giirber.!) 

Die erhaltenen Krystalle wurden in Wasser gelost, durch 
Dialyse von anhaftendem Ammonsulfat moglichst befreit und 
aus der erhaltenen Loésung das Serumalbumin durch Alkohol 
und Kochen gefiillt, mit Wasser, Alkohol und Aether gewaschen 
und bei ca. 105° C. getrocknet. 

Analytischer Theil. 

0.2546 g@ Substanz lieferten nach Kjeldahl 0,04084 
Stickstoff, entsprechend 16,0%°/o Stickstoff. 

Zur Oxydation verwendete Menge 0,5108 g, das Oxy- 
dationsprodukt wurde auf 500 cem. aufgefiillt. 

I. Volumetrische Stickstoffbestimmung. 

50 com. der Lésung == 0,05108 g Substanz lieferten 
5,84 com. N bei 18°C. und 750 mm. B = 6,645 mg N = 
13,019)» N. 


1) Siehe: Zur Kenntniss der Giirber’schen Serumalbuminkrystalle, 
von Dr. A. Michel, nebst einem Nachtrag von Dr. A. Giirber. Verlag 
der Stahel’schen Hof- und Universitéts-Buchhandlung. Wiirzburg, 1895. 
Ferner: Hans Krieger, Ueber die Darstellung krystallinischer Eiweiss- 
stoffe, Dissertation, 189%. 
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II. Stickstoffbestimmung im oxalsauren Harnstoff nach Kjeldahl. 
200 cem. der Lésung = 0,20432 g Substanz lieferten 
0,0556 g oxalsauren Harnstoff. Die Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl ergab 0,0265 g N, entsprechend 12,97° 0 N. 


III. Stickstoffbestimmung im Phosphorwolframsaureniederschlage. 
Der Niederschlag aus 200 ccm. der Lésung = 0,20432 ¢g 
Substanz lieferte 0,00649 g N 3,18°%o N. 


IV. Identificirung des durch Oxydation aus dem Serumalbumin 
gewonnenen Harnstoffes. 


Geringe Mengen von Serumalbumin wurden wiederholt 
in oxalsauren Harnstoff tibergefiihrt, die Niederschliige ge- 
sammelt, im Exsiccator bis zum constanten Gewichte getrocknet 
und ein aliquoter Theil der Verbrennungsanalyse unterworfen. 

0,2016 g gaben O,1716 g CO, und 0,0896 g H,O. 


Berechnet fiir (CON,H,),C,0,H, : Gefunden : 
C 22,86 %o 23,23 %/o 
H  4,76%o 4,95 °/o. 


Priifung des Phosphorwolframsaureniederschlages auf Hexonbasen. 


Nach dem bereits beim FEieralbumin ausfiihrlich be- 
schriebenen Verfahren konnte Histidin in Form von Histidin- 
chlorid-Krystallen abgeschieden werden. 

0,071 g Substanz, tiber Schwefelsiiure getrocknet, gaben 
0.0490 AgCl. 

Berechnet fiir C,H,N,O,HC1 HO: Gefunden: 

Cl 16,90%0 7,7 Jo. 

Arginin konnte als Silberdoppelsalz nur in vereinzelten 
Krystallen erhalten werden, so dass eine nahere Identificirung 
nicht moglich war. Lysin wurde als Platinat gefallt. Die 
Krystalle wurden bei ca. 120° C. getrocknet und der Platin- 
gehalt bestimmt. 


Filter sammt Glas ohne Niederschlag: 26,0849 
> >» mit 26,1447 
0.0598 

Tiegel ohne: 11,1862 

> mit: 11,2075 


0,0213 


3 
ge 
~ 
4 
N 
{ 
4 
| 
3 
=, 


— 3/6 — 
Berechnet fiir Gefunden: 
C,H,,N,O0,, 2 HCI, PtCl, 
Pt 35,08 °/o 35.74% 0. 


Krystallisirtes Oxyhamoglobin (vom Pferde), 
Dargestellt nach Hoppe-Seyler. (Bezogen von Griibler.) 


Analytischer Theil. 


0.1423 ¢ Substanz lieferten nach Kjeldahl 0,02406 g N, 
entsprechend 16,91 °/o. 
Zur Oxydation verwendete Menge O,4911 ¢, das Oxy- 


dationsprodukt wurde auf 500 cem. aufgefiillt, 


I. Volumetrische Stickstoffbestimmung. 


50 com. der Lésung — 0,04911 g Substanz lieferten 
6,60 cem. N bei 18° und 758 mm. B = 7,582 mg N = 
15,449) N. 


II. Stickstoffbestimmung im oxaisauren Harnstoff nach Kjeldahl. 


200 cem. der Lésung == 0,19644 g Substanz lieferten 
0.0532 ¢ oxalsauren Harnstoff. Die Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl ergab 0,03031 N, entsprechend 15,43°/o N. 


III. Stickstoffbestimmung im Phosphorwolframsaureniederschlage. 
Der Niederschlag aus 200 ccm. der Losung = 0,19644 ¢ 


Substanz lieferte 0,00295 ¢ N = 1,)°/o0 N. 


IV. Identificirung des durch Oxydation aus dem Oxyhamoglobin 
gewonnenen Harnstoffes. 


O178% g gaben 0.1511 g CO, und 0,0787 g H,O. 


Berechnet fiir (CON,H,),C,O,H, Gefunden: 
(22.86% 23, 11% 
H 4,90 


Priifung des Phosphorwolframsaureniederschlages auf Hexonbasen. 

Wegen Mangels an Ausgangsmaterial musste ich vorliufig 
von der Untersuchung des Phosphorwolframsiiureniederschlages 
auf Hexonbasen Abstand nehmen. 
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Casein (Merck), 


Bereitet nach Hammarsten. 
Analytischer Theil. 
0.28635 g Substanz lieferten nach Kjeldahl 0,0438 g N, 
entsprechend 15,3°/o N. 
Zur Oxydation verwendete Menge 0,4866 g, das Oxydations- 
produkt wurde auf 500 cem. aufgefiillt. 


I. Volumetrische Stickstoffbestimmung. 
dO com. der Losung 0,04866 g Substanz_ lieferten 
1,74 com. N bei 18° C. und 758 mm. B = 54,4499 mg N = 
11,20%o N. 


II. Stickstoffbestimmung im oxalsauren Harnstoff nach Kjeldahl. 
250 ccm. der Losung 0,2433 g Substanz lieferten 
0.1006 g oxalsauren Harnstoff. Die Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl ergab 0,0270 g N, entsprechend 11,12 %/o N. 


III. Stickstoffbestimmung im Phosphorwolframsaureniederschlage. 
Der Niederschlag aus 200 cem. der Lésung == 0,19464 g 
Substanz lieferte 0,0061 g N, entsprechend 3,12°/o0 N. 


IV. Identificirung des durch Oxydation aus dem Casein 
gewonnenen Harnstoffes. 


Die Analyse des aus einer Reihe von Versuchen  ge- 
wonnenen Oxalates ergab folgende Werthe: 
a) 0.2284 g Substanz lieferten 0,1938 g CO, und 0, 1009 g 
CON,H,),-C,0,H,. Berechnet 22,86°%, H 4, 
Gefunden 23,13 ° 0, H 4,90 
b) Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl. 
0.1006 Substanz lieferten 0,0270 g N. 
Berechnet N 26.66 °fo; gefunden 26,83 °/o. 
c) In 0.2016 g Substanz wurde die Oxalsiiure mit Per- 
manganat titrirt (1 cem. KMnO, — 0,002257 g C,H,O,); 


1) 0. Hammarsten, Verhandlungen der kgl. schwedischen Aka- 
demie der Wissenschaften. Upsala, 1877. 
Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXII. 
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verbraucht) wurden 38,74 ccm. KMnO,-Lo6sung = 
O,O874 g CyH,O,. 


Berechnet C,H,O, 42.86° 0; gefunden 43,35 °/o. 


Priifung des Phosphorwolframsaureniederschlages auf Hexonbasen. 


Zur Identificirung der Hexonbasen wurde der Phosphor- 
wolframsiureniederschlag in gleicher Weise behandelt, wie es 
bei dem Eieralbumin eingehend angegeben wurde. Auch hier 
konnte Histidin und Lysin nachgewiesen werden. Was den 
Nachweis des Arginins betrifft, so wurde Filtrat) vom 
Quecksilberchloridniederschlage zuniachst vom Quecksilber und 
von der Salzsiiure befreit und hierauf behufs Ausfiillung des 
Arginins Silbernitrat und Barytwasser hinzugefiigt. Es resul- 
tirte einminimaler Niederschlag ; derselbe wurde durch Schwefel- 
wasserstoff zerlegt, das Filtrat mit Salpetersiure neutralisirt 
und vorsichtig eingedampft. Nach einigem Stehen fielen ein- 
zelne feine Nadeln aus, die unter dem Mikroskope die gleiche 
Krystallisation erkennen liessen, wie ein zum Vergleiche heran- 
vezogenes reines Argininnitrat. Weitere Identificirungen habe 
ich in Anbetracht der enormen Zeitinanspruchnahme, welche 
die Gewinnung eines geniigend grossen Phosphorwolframsiiure- 
niederschlages beansprucht haben wirde, nicht gemacht, so 
dass der exacte Nachweis des Arginins in dieser Fraction 
noch aussteht. Jedenfalls ist durch die Versuche die An- 
wesenheit) von Hexonbasen Phosphorwolframsiiurenieder- 
schlage des Caseins nach der Oxydation constatirt worden. 

Mit Millon’schem Reagens gab der Phosphorwolfram- 
siiureniederschlag keine Reaction. 


Fibrin. 


Frisches Ochsenblut wurde mit Reisigbiindel geschlagen. 
die Masse langere Zeit mit Wasser gewaschen, bis sie beinahe 
weiss ist, sodann mit einer 5°/oigen Kochsalzl6sung und dann 
wieder mit Wasser so lange gewaschen, bis sie absolut frei 
von Kochsalz war. Hierauf wurde das Produkt mit Alkohol 
und dann mit Aether extrahirt. 
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Analytischer Theil. 
0.2491 g Substanz lieferten nach Kjeldahl 0.04085 g N, 
entsprechend 16,64°'o N. 
Zur Oxydation verwendete Menge 0,6028 g, das Oxy- 
dationsprodukt wurde auf 500 cem. aufgefiillt. 


I. Volumetrische Bestimmung. 


com. der Loésung 0,06028 g Substanz lieferten 
3.95 com. N bei 18° C. und 758 mm. B == 4,533 mg N = 


7,52 °/o N. 
II. Stickstoffbestimmung im oxalsauren Harnstoff nach Kjeldahl. 
200 ccm. der Lésung = 0,24112 g Substanz lieferten 


0.0679 g oxalsauren Harnstoff. Die Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl ergab 0.01823 g N, entsprechend 7,56°%/o 


III. Stickstoffbestimmung im Phosphorwolframsaureniederschlage. 
Der Niederschlag aus 200 ccm. der Losung — 0,24112 ¢ 
Substanz lieferte O0,0986 ¢ N, entsprechend 4,09 N. 
IV. Stickstoffbestimmung im Filtrate des Phosphorwolframsaure- 
niederschlages. 
Das Filtrat aus 200 ccm. der Losung — 0,24112 g Sub- 
stanz lieferte 0.1178 g N, entsprechend 4,87°/o N. 
V. Identificirung des durch Oxydation aus dem Fibrin 
gewonnenen Harnstoffes. 
Die Analyse des aus einer grossen Reihe yon Oxydations- 
versuchen gewonnenen Oxalates ergab folgende Werthe: 
0.2604 g Substanz lieferten 0,2214 g CO, und 0,1108 g H,0. 
C,O,Hy. Berechnet 22,86 jo, H 4,76 
Gefunden © 23,20 H 4,72". 
Priifung des Phosphorwolframsaureniederschlages auf Hexonbasen. 


Der aus zahlreichen Oxydationsversuchen gesammelte 
Niederschlag wurde mit 5°/oiger Schwefelsiiure ausgewaschen, 
bis das Filtrat nur Spuren von Salzsiiure enthielt. Hierauf 
wurde der Niederschlag mit reiner Kalkmilch unter Zusatz von 
etwas Barytwasser zerlegt, Kohlensiure eingeleitet, filtrirt, das 
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Filtrat mit Schwefelsiure neutralisirt, und das Arginin nach 
der Methode von Hedin (Zeitschrift fiir physiol. Chemie, Bd. XX1, 
S. 166—168) mit Silbernitrat gefallt. Es resultirte ein ge- 
ringer Niederschlag von 0,074 g basischem Argininsilbernitrat 
(C,H, AgNO, 1/2 H,O). 

Die quantitative Silberbestimmung ergab 0,0290 ¢ Ag. 

Berechnet 30,59 ° 0; gefunden 30.94 

Zum Nachweise von Histidin und Lysin wurde eine frische 
Probe des Phosphorwolframsiiureniederschlages mit 5 °/oiger 
Schwefelsiiure ausgewaschen, mit Barythvdrat zerlegt, Kohlen- 
siiure cingeleitet, filtrirt und das Filtrat mit Quecksilberchlorid- 
losung versetzt. Nach mehrtiigigem Stehen wurde der geringe 
Niederschlag filtrirt, ausgewaschen, in Wasser vertheilt und 
durch Schwefelwasserstoff zerlegt. Das Filtrat vom Schwefel- 
quecksilber wurde auf dem Wasserbade stark eingeengt und 
liingere Zeit stehen gelassen. Es schieden sich Krystalle von 
Histidin ab, jedoch reichte die Menge nur zu einer Chlor- 
bestimmung aus, 

Q,052 g Substanz, tiber Schwefelsdiure getrocknet, gab 
0.036 ¢ AgCl. 


Berechnet. fiir Gefunden : 
C HN HC] H,0 
16.90% 17,16 %o. 


Das Filtrat vom Quecksilberchloridniederschlage wurde 
guniichst durch Einleiten von Schwefelwasserstoff vom Queck- 
silber und durch Silbernitrat von der Salzsiiure befreit, und 
das Arginin nach Kossel durch Ausféallen mit Silberlésung und 
Barytwasser entfernt. Der durch diese Reagentien  hervor- 
gerufene geringe Niederschlag wurde abfiltrirt und das Filtrat 
mit Phosphorwolframsiiure versetzt. Nach Zerlegung des 
Phosphorwolframsiiureniederschlages durch Baryt Ent- 
fernung des Baryts durch Kohlensiiure, wurde das Filtrat aut 
dem Wasserbade stark eingeengt und hierauf mit alkoholischer 
PikrinsiiurelOsung versetzt. Nach mehrstiindigem Stehen fielen 
feine gelbe Nadeln von Lysinpikrat aus. Dieselben, wurden 
nach Kossel’s Vorschrift durch Schiitteln mit wiisseriger Salz- 
siiure und Aether in das Chlorhydrat iibergefiihrt. Die wisserige 
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Losung wurde eingedunstet, der Verdampfungsriickstand mit 
Methylalkohol behandelt, filtrirt, wieder abgedampft, der Ruck- 
stand in wenig Wasser gelOst, und die Fliissigkeit mit einer 
concentrirten Platinchloridlésung versetzt. Nach mehrtagigem 
Stehen fielen gelbrothe Prismen aus. Die Krystalle wurden 
bei ca. 120° C. getrocknet und eine quantitative Platin- 
bestimmung durchgefthrt. 
0.0481 Substanz gaben O,O170 g Pt. 


Berechnet fiir Gefunden: 
C,H,,N,O,, 2HCI, PtCl, 
Pt 35.05 ° 39.45 


Vitellin aus Eigelb. 


Dieses Albumin wurde aus Eigelb von Hiihnereiern in 
der Weise dargestellt, dass der Eidotter zuniichst mit Alkohol 
und Aether und hierauf mit Wasser extrahirt wurde. Der 
Riickstand stellt das Vitellin aus Kigelb dar. 


Analytischer Theil. 


0.2602 g Substanz lieferten nach Kjeldahl O,05981 g N, 
entsprechend 15,50° N. 

Zur Oxydation verwendete Menge O,5864 g, das Oxy- 
dationsprodukt wurde auf 500 ccm. aufgeftllt. 


I. Volumetrische Bestimmung. 


d0 cem. der Losung 0,05864 g Substanz lieferten 
6,15 com. N bei 18° C. und 756 mm. B = 7.06 mg N = 


12.04% N. 
II. Stickstoffbestimmung im oxalsauren Harnstoff nach Kjeldahl. 


200 cem. der Lésung = 0.23456 Substanz lieferten 
0.10498 oxalsauren Harnastoff. Die Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl ergab 0,02805 g N, entsprechend 11,96%)9 N. 


III. Stickstoffbestimmung im Phosphorwolframsiaureniederschlage. 


Der Niederschlag aus 200 ccm. der Losung = 0,23456 g 
Substanz lieferte 0.00753 ¢ N, entsprechend 3.21% N. 
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IV. Identificirung des durch Oxydation aus dem Vitellin 
gewonnenen Harnstoffes. 


Die Analyse des aus einer grésseren Anzahl von Oxydations- 
versuchen gewonnenen Oxalates ergab folgende Resultate : 
0.2369 g Substanz lieferten 0,2009 g CO, und 0,1056 g H,0. 
(CON,H,), -©,0,H,. Berechnet C 22,86 H 4,76° » 
Gefunden 23,27 °o, H 4,95° 


Prifung des Phosphorwolframsaureniederschlages auf Hexonbasen. 


Nach dem beim krystallisirten Eieralbumin beschriebenen 
Verfahren gelang es, im Phosphorwolframsdureniederschlage 
Histidin in Form von Histidinchloridkrystallen und Lysin als 
Lysinplatinchlorid abzuscheiden. Hingegen blieben die Ver- 
suche, Arginin nachzuweisen, resultatlos. Ich behalte mir vor, 
an einem grdsseren Ausgangsmaterial die Versuche zu wieder- 
holen und spiiter dariiber zu berichten. 


Vitellin aus Pflanzen. 
(Bezogen von Griibler.) 
0.2008 ¢ Substanz lieferten nach Kjeldahl 0,0355 g N, 
entprechend 17,68°/o N. 
Zur Oxydation verwendete Menge 0,6142 g Substanz, 
das Oxydationsprodukt wurde auf 500 ccm. aufgefiillt. 


I. Volumetrische Bestimmung. 


d0 com. der Lésung = 0,06142 g Substanz lieferten 
t,46 com. N bei 20° C. und 749 mm. B = 5,024 mg N = 
8.18%/o N. 


II. Stickstoffbestimmung im oxalsauren Harnstoff nach Kjeldahl. 
200 com. der LOsung — 0.24968 g Substanz lieferten 
0.0670 g oxalsauren Harnstoff. Die Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl ergab 0.02938 g N, entsprechend 11.96°'0 N. 
III. Stickstoffbestimmung im Phosphorwolframsaureniederschlage. 


Der Niederschlag aus 200 cem. der Lésung == 0,24568 g 
Substanz lieferte 0.00793 N, entsprechend 5,23°/o N. 
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IV. Stickstoffbestimmung im Filtrate des Phosphorwolframsaure- 
niederschlages. 
Das Filtrat aus 200 ccm. der Lésung — 0,24568 g Sub- 


stanz lieferte 0,01521 g N, entsprechend 6,19 °% N. 
V. Identificirung des durch Oxydation aus dem Vitellin aus 
Pflanzen gewonnenen Harnstoffes. 
0.2514 g Substanz lieferten 0,2110 g CO, und 0.2110 g H,O. 
CON,H,).°C,0,H,. Berechnet C 22,86°o, H 4,76°/o 
Gefunden C 23,27°/o, H 4,94° 0. 


Priifung des Phosphorwolframsaureniederschlages auf Hexonbasen. 

Es gelang, nach dem beim Fibrin ausfiihrlich beschriebenen 
Verfahren Arginin als basisches Argininsilbernitrat, Histidin in 
Form von Histidinkrystallen und Lysin als Lysinplatinchlorid 
abzuscheiden. Ich habe speciell beim Vitellin, welches mir in 
genigender Quantitiit zur Verfiigung stand, das Auftreten der 
Hexonbasen nicht nur qualitativ, sondern auch quantitativ 
verfolgt und behalte mir vor, tiber diese Ergebnisse an anderer 
Stelle zu berichten. 


Folgerungen aus den Resultaten. 

Aus der tabellarischen Zusammenstellung der analytischen 
Daten ergibt sich die Eintheilung der bis jetzt beobachteten 
Kiweisskorper in drei Typen: 

I. Oxvhimoglobin. 

Harnstoff-N tiber 90°/o des Gesammtstickstoffes, der Rest 

im Phosphorwolframsiiureniederschlage. 


Il. Eieralbumin, Serumalbumin, Serumglobulin, 
Casein, Vitellin aus Eigelb. 

Harnstoff-N 70 bis 81° 0, der Rest im Phosphorwolfram- 

~uureniederschlage. 
Ill. Fibrin, Vitellin aus Pflanzen. 

Harnstoff-N 40 bis 50 Filtratstickstoff ca. 30° 0, der 
im Phosphorwoltramsiiureniederschlage. 

Mit Ausnahme der ersten Gruppe schwankt der Stickstoff 
im Phosphorwolframsiiureniederschlage zwischen 1& bis 30°/o. 

Aus diesen Zahlen ergeben sich erhebliche Unterschiede 
in der Zusammensetzung der Eiweisskérper. Die niichste Auf- 
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Tabellarische Zusammenstellung der 


analytischen Daten. 


| ‘Stickstoffim| | 
Ge Volu | Harn | Phosphor. | Filtrat- In Procenten des Gesammtstic 
| stickstoff | Stickstoff | stickstoff schlage | metrischer | stoff- — 
| | | 
| | | | 
Krystallisirtes Eieralbumin 14,98 11,86 1180 3,12 79,17 78,77 | 2082 - 
| | | | | | 
Krystallisirtes Serumglobulin | 15,94 12,06 1200 | 3,93 | = 7,69 79,28 | 24,65 | - 
| | 
| | | | | 
Krystallisirtes Serumalbumin | 16,04 13,01 12,97 3,18 | 19,82 | - 
| | | | 
Oxyhamoglobin ........ (6.9L La | 15,43 150 91,24 R87 — 
| | | | 
| | 
| | | | 
L664 | 7 a2 (09 | $87 | 45.19 24.97 2462 
| | | 
Vitellin aus Eigelb .. ..... 16.30 | 12,04 11.96 3.21 - TRY 
Vitellin aus Pflanzen ..... 17.68 18 &,22 3,23 6.19 16,26 [8.32 39.01 
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gabe ist nun die, durch Vervollstandigung obiger Daten fest- 
zustellen, ob das Eintheilungsprinzip noch einer Modification 
bedarf, und inwieweit diese chemische Eintheilung mit den 
sonstigen Cchemischen und physiologischen Kigenschaften der 
Kiweisskorper beziehung zu bringen ist. Die geringe 
Differenz zwischen dem volumetrisch entwickelten Stickstolf 
‘Harnstoff, Ammoniak) und dem nach der Oxalsiiurefiillung er- 
haltenen Stickstoff (nur Harnstoff) liisst ersehen, dass Am- 
moniak unter den eingehaltenen Oxydationsbedingungen nur 
spurenweise erhalten wird. Hiermit soll keineswegs behauptet 
werden, dass die Harnstoff bildenden Gruppen nicht bei anderer 
Behandlung (Kochen mit Siituren oder Basen) ebenso quantitativ 
in Ammoniak iibergefiihrt werden. Vor der Hand sei nur aul 
die nahe Vebereinstimmung des Harnstoffstickstoffes nach meinem 
Verfahren und der Summe des Amid- und Monaminostickstofles 
nach Hausmann (Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXVIII, 
5. 10%) hingewlesen. 

In allen Fallen konnte die Anwesenheit von He xonbasenim 
Phosphorwolframsaureniederschlage constatirt werden. 
Hingegen ergab die Priifung auf Tyrosin ein negatives Resultat. 


Die Ueberfiihrung der Eiweisskérper in Harnstoff. 

Esistinder beschriebenen Versuchsanordnung ein 
Wee gefunden, von den Eiweisskérpern zu demselben 
Endprodukte zu gelangen, welches als Endglied der Um- 
setzungen im Organismus resultirt, zum Harnstoff. Hier- 
mit soll durchaus nicht behauptet werden, dass in beiden Fallen die 
ZWwischenstadien des Processes die niimlichen sind, wenn auch hier 
wie dort die Harnstoffbildung der Abschluss der Eiweissspaltung 
ist. lin Organismus kénnen wir uns die Entstehung des Harn- 
stolfes erkliren, indeni wir annehmen, dass er durch hydro- 
lytische Spaltung aus ureidartigen Korpern gebildet wird, die 
ihrerseits bei der Oxydation des Eiweisses entstehen, oder wir 
kOnnen diese beiden Processe (Oxydation und Hydrolyse) uns 
gleichzeitig verlaufend vorstellen. Schliesslich ist) noch eine 
Erkliivung zulassig, die zuniichst eine Oxydation des Kiweisses 
zu Kohlensiiture und Ammoniak annimmt, aus denen synthetisch 
Harnstoff entsteht. Zum Mindesten erscheint der letztgenannte 


J 
q 
4 
| 
4 


— 386 — 


Weg bei der Oxydation mit Permanganat dusserst unwahr- 
<cheinlich, wiihrend iiber die gréssere Moglichkeit eines der 
anderen Wege keine Entscheidung getroffen werden kann. 

Die Ueberfiihrbarkeit eines grossen Theiles des 
Stickstoffes in Harnstoff, wihrend der Restin Form von 
Verbindungenauftritt, welche durch Phosphorwolfram- 
siiure fillbar sind, ist eine Eigenschaft, welche simmt- 
liche Eiweissstoffecharakterisirt. Inwieweit die tibrigen am 
Stoffwechsel betheiligten Produkte ein analoges Verhalten zeigen, 
bedarf noch der Untersuchung: vielleicht ist nach dieser Richtung 
hin eine Abgrenzung des Begriffes «Proteinkérper> mdoglich. 

An dieser Stelle moge darauf hingewiesen werden, dass 
abgesehen von den friiheren weniger beweiskriiftigen Arbeiten 
zuerst von Hofmeister?) in sicherer Weise das Auftreten von 
Harnstoff bei der Oxydation verschiedener stickstoffhaltiger und 
stickstofffreier Substanzen in ammoniakalischer Losung 
durch Kaliumpermanganat beobachtet worden ist. Mit dieser 
an sich wichtigen Thatsache stehen die von mir erhaltenen 
Resultate in keinem Zusammenhange: 

Erstens ist die Harnstoffbildung bei den Hofmeister- 
schen Versuchen, besonders bei den stickstofffreien Substanzen 
sicher durch die gleichzeitige Anwesenheit des Ammoniaks 
bedingt, und somit der Harnstoff nicht im strengen Sinne als 
ein Spaltungsprodukt der untersuchten Korper  aufzufassen, 
sondern er entsteht durch die Reaction des Ammoniaks auf die 
leider nicht leicht fassbaren Spaltungsprodukte der von Hof- 
meister in Untersuchung gezogenen Substanzen. 

Zweitens ist die Menge des Harnstoffes nach Hofmeister 
in keinem Falle auch nur anniihernd so gross, dass man von 
einer quantitativen Reaction sprechen kann. Es kann natiirlich 
nicht entschieden werden, inwieweit die Reaction im Organis- 
mus vollstiindiger verliuft, als bei den Hofmeister’ schen 
Reactionen. Jedenfalls sprechen die quantitativen Verhaltnisse 
dagegen, die Oxvydation in alkalischer Loésung als einen 
glatt verlaufenden Process zu betrachten. 

Ueber Bildung des Harnstoffes durch Oxydation. Von Franz 


Hofmeister, Archiv fiir experimentelle Pathologie und Pharmakologie 
Bd. XXXVI, S. 426. 
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Drittens vermégen die Versuche von Hofmeister, so 
interessant sie auch beziiglich der synthetischen Bildung des 
Harnstoffes sind, keineswegs klarzustellen, woher der Stick- 
stoff des Harnstoffes stammt, und welches die Bedingungen der 
Ueberfiihrbarkeit des Stickstoffs in Harnstoff sind. Dieses vor- 
wiegend analytische Problem liisst sich bei den Hofmeister schen 
Versuchen, eben in Folge des Ammoniakiiberschusses nicht 
losen, wiithrend auf dem von mir eingeschlagenen Wege in Folge 
der Abwesenheit anderer stickstoffhaltiger Substanzen und der 
hierdurch erleichterten quantitativen Durchfiihrung der Versuche 
der Uebergang des Stickstoffes der Eiweisskérper in Harnstoff 
quantitativ verfolgt werden konnte. 


Ueber die Eiweissoxydation im Organismus. 


Die Spaltung der im Organismus vorkommenden organischen 
Substanzen kann nach zwei Richtungen erfolgen. Erstens, die 
hvdrolytische Spaltung, welche, da ja Wasser iiberall in 
geniigender Menge zur Verfiigung steht, im Wesentlichen von 
der Anwesenheit von Fermenten oder katalytisch wirkenden 
Substanzen abhiingt. Zweitens, die oxydative Spaltung, 
welche von der Sauerstoffzufuhr bedingt ist. Durch hydro- 
lytische Spaltung allein liisst sich der Zerfall der Eiweisskérper 
his zum Harnstoff nicht erkliiren, da aus der Zusammen- 
setzung der Eiweisskérper folgt, dass bei der Abspaltung des 
Stickstoffes in Form des Harnstoffes der itbrig bleibende 
test sehr sauerstoffarm ist — auf 1 Atom Sauerstoff ca. 5 
Atome Kohlenstoff. Thatsiichlich wird aber der grésste 
Theil des Kohlenstoffes des Eiweisses aus dem Organismus 
in Form von Kohlensiiure ausgeschieden, so dass hieraus her- 
vorgeht, dass wir mindestens in einem Stadium des Processes 
eine Oxydation annehmen miissen. Diese Anschauung ist 
iibrigens vollstiindig evident, wenn man die Gesammitbilanz 
des Stoffwechsels, speciell hinsichtlich der Athmung, zieht und 
liberdies beriicksichtigt, dass man bei ausschliesslicher Eiweiss- 
kost gleichzeitig Harnstoff und Kohlensiiure ausscheidet. Anderer- 
selts ist zu erwiigen, dass im Eiweiss fast keine freien Amido- 
gruppen vorhanden sind. Die Amidogruppen des Harnstoffes 
lassen sich nur dadurch erkliiren, dass durch eine hydrolytische 
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Spaltung Wasserstoffatome an den Stickstoff getreten sind. Auf 
Grrund dieser Erwiigung muss fiir den Zerfall der Kiweiss- 
korper im Organismus sowohl eine hydrolytische, als 
eine oxydative Spaltung angenommen werden. — Ueber 
die Reihentolge dieser Vorgiinge lassen sich keine bestimmten 
Aussagen machen; es ist nicht unwahrscheinlich, dass in den 
ersten Stadien des Processes die hydrolytische Spaltung eine we- 
sentliche Rolle spielt, da die Eiweisskérper im Allgemeinen nach 
dieser Richtung hin zerlegbar sind. Beziiglich der Oxydation 
der Eiweisskorper im Organismus lassen sich aus der Betrach- 
tung der Stoffwechselprodukte emige Schlisse ziehen. Wir 
wissen, dass bei ausschliesslicher Eiweissnahrung der tiber- 
wiegende Theil des zugefiihrten Stickstoffes durch die Nieren 
als Harnstoff, der Haupttheil des Kohlenstoffs als Kohlensiure 
durch die Lungen ausgeschieden werden. Wir sehen also im 
Wesentlichen als Endprodukte der Oxydation Kohlensaure und 
Harnstoff, von welch letzterem bei der Spaltung mit Perman- 
ganat ebenfalls sehr betriichtliche Mengen erhalten) werden. 
Wenn im Organismus die Oxydation in Folge von pathologischen 
Veriinderungen abnormal verliuft, oder wenn die zugefihrte 
Sauerstofimenge zur Oxydation der gesammten zugefiihrten 
Nahrung nicht ausreicht, so werden anstatt dieser Endprodukte 
Zwischenprodukte der Oxydation relativ betriachtlicher 
Menge ausgeschieden, unter welchen z. B. zu nennen sind: 
Harnsiiure, Nanthinbasen, Fettsiuren ete. 


Ueber die Stickstoffbindung der Eiweisskérper. 


Ausgehend yon Versuchen in der Harnsiiurereihe, dic 
das Ergebniss geliefert haben, dass bei entsprechender Oxy- 
dation gewisser stickstoffhaltiger Koérper der ganze Stick- 
stoff oder ein von der Constitution abhiingiger Bruchtheil 
desselben in Harnstoff iibergeht, habe ich versucht, festzulegen. 
welches die Bedingungen fiir diese Reactionen sind. Als Er- 
vebniss der zu diesem Zwecke unternommenen Arbeiten lassen 
sich bis jetzt folgende Regeln zur Harnstoffbildung aussprechen: 

Der Harnstoff entsteht aus der CONH,- resp. CONH- 
Gruppe. Beispiele hiertiir sind abgesehen von dem ziemlich 
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<elbstverstiindlichen Verhalten der Ureide — die Purinbasen, '} 
Hippursiure,?) Asparagin,*) Lactamid. Suecinamid, Benzoyl- 
asparaginsaure.*) Bei allen diesen Korpern tritt ebenso viel 
Stickstoff in Form von Harnstoff aus, als CONH,- resp. CONH - 
Gruppen vorhanden sind. So geben z. Bb. die methylirten 
Purinkérper den Stickstoff der CONCH, - Gruppen nicht in 
Form von Harnstoff ab, ebensowenig wie die Amidosiiuren 
Givcocoll, Asparaginsiiure Harnstoff liefern. Das Asparagin 
z. b., welches von zwei Stickstoffen einen in der Siiure-Amino- 
eruppe enthalt, gibt genau die Hiilfte des Stickstoffes als 
Ammoniak ab, die andere Hiilfte als Harnstoff. 

Ob eine CONH-Gruppe befiihigt ist, Harnstoff zu liefern, 
hiingt im Wesenthchen von der leichten Oxvydirbarkeit des 
Complexes ab, an dem sie hiingt, und ferner auch von der 
Structur dieses Restes. 

Obzwar der eigentliche Mechanismus der Reaction noch 
nicht hinlinglich aufgeklirt ist, so kann man sich den Vor- 
gang nach folgendem Schema versinnbildlichen: 

NH, 


2 RCONH, ++ H,O + 20 = 2ROH + CO, + COg, 


Hierbei ist unter R jene Gruppe resp. jener Theil des 
(iesammtmolekiils zu verstehen, an dem die CONH-Gruppe hiingt. 

Selbstverstiindlich kann die Oxvdation des Kérpers ROH 
— der einen Alkohol oder eine Siiure vorstellt — noch weiter 
vehen, was auf die Reaction beziiglich des Harnstoffes irrelevant 
ist, und ich kann fiir die Richtigkeit dieses Theiles der Reactions- 
eleichung keineswegs einstehen. Nachdem nun an dem vor- 
liegenden Materiale festgestellt worden war, dass die CONH- 
(rruppe und keine andere befiihigt sei, bei der Oxvdation unter 
bestimmten Bedingungen Harnstoff zu liefern, habe ich eine 
heihe von Eiweisskérpern derselben Behandlung unterzogen, 


1) Ueber eine quant. Reaction bei den Ureiden und Purinderivaten, 
Von Adolf Jolles, Berichte XXXII, S. 1246 und 2119. 


2) Ueber die Oxydation der Hippursaéure za Harnstoff. Von Adolf 


Jolles, Berichte XXXII, S. 2834. 

3) Zur Kenntniss des Asparagins und der Asparaginsiiure. Von 
Adolf Jolles, Berichte XXXIV, S. 386. 

4, Ueber den Harnstoff als Produkt der Oxydationsspaltung stick- 
stoffhaltiger Kérper. Von Adolf Jolles, Journal f. prakt. Chemie. 
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um Analogieschliisse auf die Stickstoffbindung im Eiweiss- 
molekiile ziehen zu kOnnen. Die Untersuchungen, deren 
Kinzelresultate im experimentellen Theile ausfiihrlich wieder- 
gegeben sind, haben ausnalimslos sehr bedeutende Bruchtheile 
des Kiweissstickstoffes in Form von Harnstoff ergeben, immer 
liber 45°/o, bei gewissen Eiweisskérpern bis 90°%/o. Aus diesen 
Untersuchungen geht hervor, dass im Eiweiss betracht- 
liche, jaselbst tiberwiegende Antheile des Stickstoffes 
in harnstoffbildenden Gruppen stehen. Nach den bis- 
herigen Erfahrungen kOnnen wir nicht umhin, als diese Gruppen 
die CONH-Gruppen aufzufassen. Wir mitissen somit im Ei- 
weiss eine betrachtliche Zahl von CONH-Gruppen an- 
nehmen. Es fragt sich jetzt noch, womit diese Gruppen ver- 
hbunden sind. Betrachtet man das Verhiéltniss von Stickstoff und 
Kohlenstoffim gesammten Eiweissmolekiil, so sieht man, dass aul 
1 Atom Stickstoff ca. 4 Atome Kohlenstoff entfallen, so dass nach 
Abspaltung von CONH-Gruppen ein kohlenstoffreicher Rest tibrig 
bleiben wird. Inwieweit dieser auf Phenole, Fettsiuren etc. ent- 
fallt, ist in quantitativer Weise noch nicht untersucht worden. 
Nachdem bisher die Harnstoffbildung nur bei jenen CONH- Gruppen 
constatirt werden konnte, deren Triiger ein leicht oxydabler Com- 
plex ist, somiissen wir auch hier annelhmen, dass der Rest, an dem 
die CONH-Gruppe stand, einer weiteren Oxvdation anheimfaillt. 
Inwieweit diese Oxydation mit Permanganat bei Eiweisskorpern 
zu Ende gefiihrt wird, habe ich bis jetzt noch nicht untersucht. 

Nachdem bei der Oxydation der Eiweisskorper immer 
ein, wenn auch zuweilen geringer, Antheil des Stickstoffes 
nicht als Harnstoff auftritt, und ferner fiir die von Kossel als 
Kern des Eiweisses angenommenen Hexonbasen, ebenso wic 
fiir die nicht mit dem Harnstoff identischen  stickstofthaltigen 
Spaltungsprodukte des Eiweisses die Fiillbarkeit durch Phos- 
phorwolframsiiure nachgewiesen ist, so kénnen wir annehmen, 
dass der Eiweissstickstolf, soweit er nicht als Harnstoff aul- 
tritt, im Wesentlichen in Form von Hexonbasen abgespalten 
wird. In dieser Beziehung bieten die Oxydationsversuche, 
wobei im Phosphorwolframsiiureniederschlage die Hexonbasen 
allerdings nur qualitativ nachgewiesen wurden, eine Stiitze fir 
die Kossel’sche Theorie. Wenngleich aber nachgewiesen ist. 
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dass dieser Hexonkern saimmtlichen Eiweisskorpern gemeinsam 
ist, und selbst wenn zugegeben wird, dass der chemische 
(Charakter des Eiweisses dadurch bedingt ist, so muss doch 
hervorgehoben werden, dass keineswegs dargethan ist, dass 
dieser Kern fiir die Ernihrung ausschlaggebend ist. Es ist viel 
eher anzunehmen, dass die harnstoffbildende Gruppe, 
die allen Eiweisskérpern, und zwar in viel grésseren 
Antheilen gemeinsam ist, fiir die Functionen des Ei- 
weisses als Nahrungsstoff von grésster Wichtigkeit ist. 

Diese Fragen werden sich erst durch eine sehr aus- 
gedehnte chemische und physiologische Vergleichung der Ki- 
weisskOrper unter einander beantworten lassen, und es sei 
zunachst nur nochmals darauf hingewiesen, dass sich unter 
den Eiweisskorpern erhebliche Differenzen beziiglich der gebil- 
deten Harnstoffmengen gezeigt haben, was fiir die Charkteri- 
sirung der einzelnen Glieder dieser KoOrperreihe von grossem 
Interesse ist. Die Analogie, welche sich in gewisser Beziehung 
zwischen der Permanganatoxydation und der physiologischen 
Verarbeitung der Eiweisskérper gezeigt hat, wird besonders 
durch diese Versuchsergebnisse bekraftigt, woriiber nach Ab- 
schluss der beziiglichen Nihrversuche berichtet werden soll. 


Zusammenstellung der Resultate. 

Bei der Oxydation von Eiweisskorpern in saurer 
Losung mit Permanganat tritt der Stickstoff folgenden 
Formen auf: 

a) Harnstolf, 

b) durch Phosphorwolframsiiure fallbare Substanzen, 

¢) Filtratstickstoff, 

Ammoniak tritt nur in Spuren auf. 

Der Harnstoff kann nicht aus Hexonbasen entstanden 
sein, nachdem diese bei der angegebenen Behandlung keinen 
Harnstoff liefern, und ausserdem ihre Menge nicht ausreicht, 
die gesammte Harnstoffbildung zu erkliiren. — Hexonbasen finden 
sich im Phosphorwolframsiureniederschlage. 

ll. Auf Grund der Resultate lassen sich folgende unter 
einander stark abweichende Typen aufstellen: 
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a) Oxyhimoglobin gibt) tiber 90° 0 seines Stickstoffes 
als Harnstoff ab. 

b) Krystallisirtes Eieralbumin, krystallisirtes Serumalbumin. 
krystallisirtes Serumglobulin, Casein, Vitellin aus Eigelb liefertey 
70 bis 81% o Stickstoff als Harnstoff. 

¢) Fibrin und Vitellin aus Pflanzen geben 40 bis 500') 
Stickstoff als Harnstoff, ca. 30°/o im Filtrate von der Phos- 
phorwolframsiurefallung. 

Der Rest des Stickstoffes wurde im Phosphorwolframsiiure- 
niederschlage gefunden und dtirfte sich nach qualitativen Ver- 
suchen im  Wesentlichen auf den Gehalt) Hexonbasen 
zuriickfiihren lassen. 

Il. Allen Eiweisskorpern kommt die Kigenschaft zu, einen 
sehr betriichtlichen Theil des Stickstoffes nach dem angegebenen 
Verfahren als Harnstoff abspalten zu kénnen. Ebenso allgemein, 
wenngleich in viel geringerer Menge, ist bet der Oxydation die 
Bildung von Hexonbasen verzeichnen. Abweichend von 
den Hofmeister’schen Versuchen ist die Eigenschaft der 
Harnstoffbildung bei den angegebenen Oxydationsversuchen von 
der Gegenwart anderer stickstoffhaltiger Substanzen (Ammoniak ) 
nabhiingig. 

IV. Fir die Kiweissspaltung im Organismus muss gleich- 
zeitig Hydrolyse und Oxydation angenommen werden. 

V. Aus friiher publicirten Arbeiten des Vertassers 
geht hervor, dass nur die CONH,- resp. CONH-Gruppe = zur 
Harnstoffbildung befiihigt ist und auch dieses nur, wenn sie 
sich an einem leicht oxvdablen Rest befindet, dessen Structur 
auch von Einfluss ist. Es ist somit auch fiir die Eiweisskorper 
sehr wahrscheinlich, dass die Harnstoffbildung auf CONH- 
Gruppen zuriickzufiihren ist, von denen nach den Analysen- 
Resultaten eine sehr erhebliche Menge im Eiweissmolekiil vor- 
handen sein muss. Der Rest des Stickstoffes sind vornehm- 
lich Tlexonbasen. 

VI. Ueber die Beziehungen der gebildeten  Harnstoti- 
mengen zum chemischen und physiologischen Charakter der 
KiweisskOrper wird seiner Zeit auf Grund von Nahrversuchen 
herichtet. werden, 
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Ueber das Verhalten der Pentosen, insbesondere der 
l-Arabinose im Thierkorper. 


_ Von 
E. Salkowski. 


(Aus dem chem. Laboratorium des patholog. Instituts zu Berlin.) 


(Der Redaction zugegangen am 3. April 1901.) 


Nachdem Tollens, der Entdecker der Pentosen, und 
seine Schiller die grosse Verbreitung der Pentosen im Pflanzen- 
reich festgestellt haben, ist durch eine Reihe von Beobach- 
tungen aus neuerer Zeit auch das Interesse beziiglich des Vor- 
kommens und Verhaltens der Pentosen im Thierkérper in 
erhOhtem Grade erweckt worden. Es sei an die Auffindung 
einer Pentose, die dann spiiter von C. Neuberg als inactive 
Arabinose erkannt wurde, unter abnormen Verhialtnissen im 
Harn erinnert, an die Entdeckung einer solchen unter den Spal- 
tungsprodukten der Hefenucleinsiiure von Kossel, unter den 
Spaltungsprodukten des Pankreasnucleoproteids von Hammar- 
sten und mir, der Nucleoproteide anderer Organe von 
KF. Blumenthal, Beobachtungen, an welche sich dann die 
Feststellung einer Pentose als Spaltungsprodukt der Guanyl- 
siure durch Bang anschliesst. Ich habe sehr bald, nachdem 
ich die Harnpentose aufgefunden hatte, Versuche tiber das 
Verhalten der leicht zugiinglichen |-Arabinose im Thierkorper 
angestellt, bin jedoch durch andere Arbeiten von diesem Gegen- 
stand abgezogen worden. Es sind inzwischen zahlreiche Ver- 
suche tiber das Schicksal verfiitterter Pentosen am Menschen aus- 
gefiihrt worden, in besonders grossem Umfange von Jaksch,') 


!) Maly’s Jahresb. f. 1899, S. 831. Zeitschr. f. Heilkunde, Bd. 20 
S. 195. Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. 63, S. 612. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXII. 24 
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indessen lassen diese Versuche, auf welche ich weiter 
unten noch zurickkomme, mancherlei Fragen offen, die natur- 
gemiss nur durch das Experiment am Thier entschieden 
werden konnen. Thierversuche legen verhiiltnissmiissig 
wenlge vor; aus diesem Grunde scheinen mir meine Versuche 
doch noch der Mittheilung werth. 

Das, was mich in erster Linie zu den Versuchen mit 
Pentosen bewog, war Folgendes: So wenig gekliirt unsere 
Vorstellungen iiber die Bildung des Glycogens sonst auch sind, 
so herrscht, namentlich nach den Untersuchungen von C. v. Voit 
und seinen Schiilern, dariiber wohl Uebereinstimmung, dass 
gewisse Zuckerarten direkt Glycogen zu bilden vermodgen und 
dass man sich eine Entstehung von Glycogen aus Glucose durch 
einfache Wasserabspaltung wohl denken kann. Es lag also 
wohl auch im Bereich des Denkbaren, durch Verfiitterung von 
Pentosen unter geeigneten Bedingungen zu einem Glycogen 
mit 5 Atomen Kohlenstoff zu gelangen. Diese Bemiihungen 
waren, wie ich gleich bemerken will, vollig erfolglos: das 
unter dem Einfluss der Arabinose gebildete Glycogen war dias 
gewohnliche und lieferte bei der Hydrolyse Dextrose. Ausserdem 
aber beriicksichtigte ich bei Anstellung meiner Versuche noch 
einige andere Punkte, niimlich 1. inwieweit die I-Arabinose 
im Organismus zersetzt bezw. durch den Harn ausgeschieden 
wird: 2. ob der Arabinose ein Niihrwerth nach Art der 
Kohlehydrate mit 6 Atomen C zuzuerkennen ist. 

Die zu den Versuchen erforderliche Arabinose habe ich grissten- 
theils selbst dargestellt. nur die zu dem Versuch VI benutzte war von 
Schuchardt in Gorlitz bezogen. Die Darstellung geschah nach Kiliani.!) 
jedoch nur zum Theil aus Kirschgummi, zum Theil aus geeignetem 
Gummi arabicum. Die Ausbeute war nicht gross und die Reinigung 
ziemlich schwierig. Zur Identificirung der Arabinose dienten neben den 
allgemeinen Reactionen der Pentosen, die Feststellung der specifischen 
Drehung, der Schmelzpunkt des Osazons und die Unvergihrbarkeit einer 
Losung in Hefeabkochung durch Hefe. 

Die Versuche sind an Kaninchen angestellt, deren Leber 
durch 5—btiigiges Hungern annithernd glycogenfrei gemacht 


1) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 19, S. 3030. 
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war, ein Versuch an einem Huhn. Was die Glycogenbestimmung 
betrifft, so wurde die Leber nach kurzem Erhitzen in sieden- 
dem Wasser fein zerhackt und zerrieben, mehrmals mit Wasser 
ausgekocht, colirt und abgepresst. Der dabei bleibende Rest 
wurde nach Kiilz mit Kali zerkocht und nach dem Ansiiuern 
mit Salzsiure mit Briicke’scher Losung gefallt. Dabei kam es 
oft vor, dass die Filtrate trib waren und sich auf Zusatz 
yon Alkohol klirten, dann erst bei Zusatz von mehr Alkohol 
(ilycogen fallen liessen, wie dieses auch Pfliiger beobachtet hat. 
Die von Pfliger aufgefundene Fehlerquelle, dass der durch 
die Briicke sche Losung gebildete Niederschlag Glycogen  ein- 
schliesst, ist natiirlich nicht beriicksichtigt, da die Versuche 
vor der betreffenden Arbeit von Pfliiger angestellt sind. Es 
ist dadurch also der Glycogengehalt etwas zu niedrig gefunden, 
doch kann der Fehler nicht gross sein, da die Hauptmenge 
des Glyeogens schon durch das Auskochen mit Wasser  ent- 
fernt war. Unter allen Umstiinden sind die erhaltenen Werthe 
fiir Glycogen — Fehler zugegeben — um _ so_ beweisender. 
Die bet der Behandlung mit Wasser einerseits und mit Kali 
andererseits schliesslich erhaltenen Lésungen wurden nicht 
vereinigt, sondern getrennt verarbeitet. Es ergaben sich so 
fiir jede Leber 2 getrennte Glycogenbestimmungen: eine fiir den 
wisserigen Auszug und eine fiir die durch Kali erhaltene 
Leberldsung. Dieses Verfahren erscheint unndthig umstiandlich, 
ich habe daher zu rechtfertigen, warum ich es befolgt habe. 
Es geschah zuniichst darum, weil die Versuche in erster Linie 
in der Absicht angestellt waren, womdglich zu einem Glycogen 
mit 5 Atomen Kohlenstoff zu gelangen, und ich nicht wissen 
konnte, ob dieses nicht vielleicht durch Erhitzen mit Kali 
zerstort werden wiirde. Dann aber, als es sich schon in den 
ersten Versuchen gezeigt hatte, dass das erhaltene Glycogen 
das gewOhnliche sei, behielt ich das Verfahren bei, weil das 
Glycogen durch die Extraction mit Wasser stets in typischer 
Form erhalten wurde, wiihrend das nachtriiglich durch Kali 
erhaltene oft eine dextrinartige Beschaffenheit hatte. 

Bei den Versuchen an Kaninchen musste ich auch den 
Harn sammeln behufs Ermittelung des Arabinose- und des 
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N-Gehaltes. Die Sammlung geschah in einem geeigneten Kiifig, 
die Abgrenzung der Hungerperiode von der vorangehenden 
Fiitterungsperiode und der nachfolgenden Arabinoseperiode, 
geschah durch Abpressen. Meistens gelang dieses leicht, manch- 
mal aber machte es doch Schwierigkeiten und ich bin auch 
nicht sicher, ob ich immer den Harn bis auf den letzten 
Tropfen herausbekommen habe. Es zeigte sich nimlich mit- 
unter bei der Section der Thiere noch etwas Harn in der 
Blase, trotzdem die Blase vorher abgedriickt war. Derselbe 
wurde natiirlich beriicksichtigt. Es koénnten wohl Fehler, 
wenn auch nur unerhebliche, fiir den Harn des Versuchstages 
nach Einfiihrung der Pentose vorgekommen sein in dem Sinne, 
dass sich diesem fiilschlich noch etwas Hungerharn = hinzu- 
addirte, der Werth fiir N also zu hoch gefunden wurde. 
Nach diesen Vorbemerkungen lasse ich nunmehr die 
Versuchsprotokolle in méglichst kurzer Form folgen. 


Versuch an einem Hubhn. 


Anfangsgewicht 1700 g, nach 4taégigem Hungern 1498 ¢. Gewichts- 
verlust 11,7 °/o. 

10's Uhr Vormittags und 3 Uhr Nachmittags je 5 g Arabinose, 
in 20 g¢ Wasser geldst, durch einen Trichter mit angesetztem Schlauch 
eingegossen. Getédtet am folgenden Tage 9's Uhr, also 23 Stunden 
nach der ersten, 1842 Stunden nach der zweiten Eingiessung. Im Kafig 
diinne Entleerungen, die zum Theil in die untergesetzte Schale geflossen 
sind. Bei der Section ziemlich viel Fett; Kropf, Magen, Darm vollig 
leer, nur etwas Schleim enthaltend, daher nicht untersucht. Untersuciit 
Leber. Muskeln, Blut, die Entleerungen. 

1. Leber: 28 g. Die wiisserige Abkochung sieht stark milchig aus, 
sie liefert 0,632 ¢g (natiirlich durch Umfallen gereinigtes) Glycogen. Aus 
dem Riickstand durch Kali erhalten 0,052 g, also im Ganzen 0,684 g. 

2. Muskeln. 280 g fein gehackt, 1 Stunde mit Wasser ausgekocht. 
Der Auszug ist klar, nicht milchig, direkt, sowie nach dem Eindampfen 
auf 100 cem. keine Jodreaction, starke Phlg-Reaction (Abkiirzung fiir 
Phloroglucin). Bei Anstellung der Trommer’schen Probe starke Reduction. 

3. Blut mit Wasser verdiinnt, auscoagulirt, Filtrat absolut klar, 
farblos, nach dem Einengen keine Jodreaction, deutliche Phlg-Reaction. 

4. Die Entleerungen mit Alkohol versetzt, ebenso der Kiafig mit 
verdiinnten Alkohol abgespiilt, alles vereinigt, filtrirt, eingedampft. Der 
Auszug gibt starke Phlg-Reaction, doch ist dieses nicht unbedingt be- 
weisend fiir Pentosegehalt der Darmentleerung oder des Harns, da sich 
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nicht ausschliessen lasst, dass von der eingegossenen Lisung etwas 
direkt wieder entleert ist. 

Der Auszug der Darmentleerungen von 3 Hungertagen gab iibrigens 
keine Phlg-Reaction. 


Kaninchen I. 


Isolirt den 15. 7., zum Versuch 20. 7., Dauer des Hungerns 5 Tage. 
Anfangsgewicht 2200 g, Endgewicht am 20. 7. 1750 g, Gewichtsverlust 
¢ (90 g pro Tag) = 

Am 20. 7., 12 Uhr, 8,75 g Arabinose, in 35 ccm. Wasser geldst, 
mit elastischem Katheter in den Magen. Getidtet am 21. 7., 10 Uhr, 
also nach 23 Stunden. Im Magen, Cécum, Dickdarm noch reichlich 
Nahrungsreste, im Diinndarm wenig, Inhalt nicht niiher untersucht. 

1. Leber 62 g. Die wiisserige Abkochung — milchweiss — liefert 
1.526 ¢ Glycogen, der Riickstand mit Kali gekocht 0,1535 g, zusammen 
1.3795 g. Eine sehr kleine abgenommene Probe des wiisserigen Auszuges 
cibt starke Phig-Reaction. 

2. Blut 35 g, auscoagulirt, der Auszug gibt sehr deutliche, aber 
nicht starke Phlg-Reaction. 

3. Muskeln 480 g. Der Auszug ist klar, nach dem Einengen keine 
Jodreaction, starke Phlg-Reaction, starke Reduction bei Anstellung der 
Trommer’schen Probe. 


4. Harn der Arabinoseperiode (mit etwas Wasser) 140 cem., 
Arabinosegehalt nach der Drehung (der Einfachheit halber halb so gross 
angenommen wie die des Traubenzuckers) 0,2°. = 0,28 g, giihrt nicht. 


Kaninchen Il. 


Isolirt den 10. 9., zum Versuch 16.9. Dauer des Hungerns 6 Tage. 
Anfangsgewicht 1710 g, Endgewicht 1210 g, Gewichtsverlust 500 ¢g 
(83 g pro Tag) = 

Am 16., 10 Uhr Vormittags und 3 Uhr Nachmittags, je 5 g Arabinose. 

Getédtet 17.. 10 Uhr, 24 Stunden nach der ersten, 19 Stunden 
nach der letzten Arabinosegabe. 

1. Leber 31g. schlaff, klein, mit Protospermien durchsetzt. Aus- 
zug nicht milchig, ganz hell. Glycogen 0. Der Auszug gibt deutliche 
Phig-Reaction. 

2. Muskeln 255 g. Auszug ganz klar, Glycogen 0, intensive 
Phlg-Reaction. 

5. Harn 80 cem., 1,65°o Arabinose == 1.32 g, also 132° unver- 
dndert ausgeschieden. 
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Kaninchen III. 


Isolirt am 17. 9., Nachmittags 4 Uhr, zum Versuch 24. 9... Nach- 
mittags 10's Uhr, Dauer des Hungerns 6°4 Tage. Anfangsgewicht 3425 g, 
Endgewicht 2700 g, Gewichtsverlust 725 g (107 g pro Tag) = 211°». 
Am 24., 10's Uhr, 5 g Arabinose, ebenso Abends 7 Uhr. 

Getédtet 25., Morgens 9'2 Uhr, 23 Stunden nach der ersten. 
14'e¢ Stunden nach der zweiten Arabinosegabe. 

1. Leber 63 g. Verarbeitung etwas abweichend: erst sofort ge- 
hackt, dann ausgekocht, Auszug schwach milchig, Glycogen 0.403. g. 
Riickstand mit Kali gekocht hefert 0.192 g, zusammen 0,595 g. 

2. Muskeln. Im wiisserigen Auszug keine Jodreaction, stark Phlg-R. 

3. Hungerharn, 510 cem., N-Gehalt 1.848°'o = 9,425 g. 

4. Versuchsharn mit Wasser auf 100 ccem., directe Polarisation wegen 
zu dunkler Farbung nicht ausfiihrbar; nach der Entfarbung mit Kohle 
1,0°o Arabinose == 10°/o unveranderte Ausscheidung. N-Gehalt 1,148° 5 

- 1,148 g. 
Kaninchen IV. 

Isolirt 2. 2., zum Versuch 7.2. Dauer des Hungerns 5 Tage. An- 
fangsgewicht 2100, Endgewicht 1730, Verlust 370 g (74 p.d.) = 17.6° >. 

Am 7. 11 Uhr Vormittags 5 g Arabinose, ebensoviel 3 Uhr Nach- 
mittags. 

Getidtet 8. 2., 24 Stunden nach der ersten, 20 Stunden nach der 
letzten Arabinosegabe. 

1. Leber 45 g. zuerst mit Wasser ausgekocht ohne Essigsiurezusatz, 
Filtration geht langsam, beim Eindampfen bilden sich Haute. die Glycogen 
ausschliessen, diese werden durch Zusatz von Natronlauge zerstért. Die 
wasserige alkalische Lésung, mit Salzsiure nach Briicke angesauert etc., 
gibt 1.5756 g Glycogen, der Riickstand mit Kali gekocht 0,6822 g, zu- 
sammen 2.0578 g. 

2. Blut 50 cem., auscoagulirt ete., auf 20 ccm. reducirt, fusserst 
intensive Phig-R. 

3. Muskeln 500 g, ausgekocht auf 125 ccm. reducirt. Sehr intensive 
Phig-R. 

4. Magen und Darminhalt ausgekocht ete., auf 20 ccm. reducirt. 
dann durch CaCl, und (NH,),CO, geklart: schwache Phlg-R. 

). Harn der Hungerperiode (etwas Verlust) 400 ccm., N-Gehalt 
0,792 °'o = 3.168 g. 

6. Harn der Arabinoseperiode auf 100 ccm. aufgefiillt. Arabinose- 
gehalt 1.4°o = 1,4 g. N, 0,455° 0 == 0,455 g. | 


Kaninchen Y. 


Isolirt 5. 2.. zum Versuch genommen 10. 2. Dauer des Hungerns 
also 5 Tage. Anfangsgewicht 2210, Endgewicht 1775. Gewichtsverlust 
420 (pro Tag g) = 19,0°o 
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Am 10.2. Vormittags 11 Uhr 5 g Arabinose, ebenso am Nachmittag 
3 Uhr. 

Getidtet 11. 2., 23 Stunden nach der ersten, 19 Stunden nach der 
zweiten Arabinosegabe. 

1. Leber 45 g; unter Anwendung von Essigsiure ausgekocht, die 
Filtration geht sehr glatt. Glycogen im wiasserigen Auszug 1,034 g; aus 
dem Riickstand durch Kali erhalten 0,0988 g, zusammen 1,1328 ¢. 

2. Blut ca. 50 ccm., auscoagulirt etc., reducirt auf 20 ccm.; starke 
Phig.-R. Positive Trommer sche Probe. 

3. Magen.und Darminhalt vollstiindig verarbeitet, auf ein geringes 
Volumen reducirt: deutliche, aber nicht starke Phig-R. 

4. 400 g Muskeln mit Wasser ausgekocht u.s. w., der Auszug auf 
100 cem. reducirt, starke Phlg-R. 


5. Harn der Hungerperiode auf 400 ccm. N 0,98" == ¢g. 
Arabinosegehalt 2.490 = 24 g. 


Kaninchen VI. 


Isolirt 18. 2., zum Versuche genommen 23. 2.. Dauer des Hungerns 
also 5 Tage. Anfangsgewicht 2629, Endgewicht 2155, Gewichtsverlust 
474 g (95 g pro Tag) = 18%). 

Am 23. 10 Uhr 7.5 g Arabinose (von Schuchardt in Gorlitz), eben- 
soviel Nachmittags 3 Uhr. Getédtet 24. 2. 10 Uhr, 24 Stunden nach der 
ersten, 19 Stunden nach der zweiten Arabinosegabe. 

1. Leber 42 g, der wiisserige Auszug (unter Essigséiurezusatz ver- 
arbeitet) hefert 0.9534 g Glycogen, der Riickstand mit Kali gekocht 
0.2280, zusammen 1,1814 g. 

2. Blut auscoagulirt ete., auf 20 ccm. reducirt, starke Phig-R., 
starke Trommer’sche Probe. 

5. Muskeln, 200 g, direkt mit Kali gekocht, liefern 0.1144 ¢ Roh- 
elycogen von briitunlichem Aussehen, wovon jedoch nach nochmaliger Aus- 
fillung mit Briicke’schem Reagens nur 0.0130 g Reinglycogen. Das Roh- 
glycogen ist ausnahmsweise in diesem Falle gewogen, weil es mir von 
Interesse war, die Differenz kennen zu lernen. 

4. Harn der Hungerperiode 410 cem. mit 1,67° 5 N = 6,947 g¢. 

5. Harn des Arabinosetages 104 cem.. Arabinosegehalt 2.9° 
g == der eingefiihrten Arabinosen. N-Gehalt 0,738" » 
0.7675 g. 


Kaninchen 


Isolirt am 25. 3., zum Versuch genommen 30, 3., also Dauer des 
Hungerns 5 Tage. Anfangsgewicht 2207, Endgewicht 1760. Gewichtsver- 
lust 447 g (89,5 pro Tag) = 20,5». 
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Am 30. 3. Vormittags 10 Uhr und Nachmittags 3 Uhr je 5 g Ara- 
binose. Getidtet 31. 3.10 Uhr, 24 Stunden nach der ersten, 19 Stunden 
nach der zweiten Arabinosegabe. 

1. Leber 41g. Die wisserige Abkochung liefert 0,4374 g, der Riick- 
stand mit Kali gekocht noch 0.2714 g, zusammen 0,7088 g. 

2. Blut 39 cem., auscoagulirt ete. auf 20 ccm. reducirt; starke 
Phig-R., starke Trommer’sche Probe. 

5. Muskeln, 100 g liefern mit Kali gekocht nur eine minimale 
Ausscheidung an Glycogen. 

4. Hungerharn auf 400 cem. N-Gehalt 0,756°/0 == 3,024 g. 

5. Harn des Arabinosetages 100 ccm. Arabinosegehalt 2,1°/o = 
21 ¢ = 21°» der eingegebenen. N-Gehalt 1,008°/o = 1,008 g. 

Wenden wir uns nunmehr zu den aus den Versuchen 
zu zichenden Schlussfolgerungen. 


1. Die Resorption und Ausscheidung der Arabinose. 


Die Arabinose ist zweifellos innerhalb der Versuchszeit 
von 23—2% Stunden zum groéssten Theil resorbirt. Die Darm- 
entleerungen sind allerdings nicht auf Arabinose_ untersuclit 
und zwar aus verschiedenen Grinden: 1. weil man_ nicht 
darauf rechnen kann, dass der Darminhalt bezw. Mageninhalt 
beim Kaninchen schon in 24 Stunden den Mastdarm erreicht: 
2. weil es nicht méglich ist, die Féces vollstiindig vor der 
Bertihrung mit Harn zu bewahren. Die annahernd vollstindige 
Resorption geht aber daraus hervor, dass im Dickdarminhalt 
immer, so oft darauf untersucht wurde, nur noch Spuren von 
Arabinose und auch im Magen nur sehr geringe Mengen nacli- 
weisbar waren. Dagegen kann man nicht geltend machen, das; 
nach meinen eigenen Versuchsprotokollen die Phloroglucinreaction 
mit Mageninhalt noch ziemlich intensiv war, bei der Beurthei- 
lung dieses Befundes kommt die ausserordentliche Empfindlich- 
keit dieser Reaction in Betracht. In keinem Falle wurden 
diarrhoische Entleerungen beobachtet, wiihrend dieses beim 
Menschen nach v. Jaksch die Regel ist und zwar bei Arabinose- 
gaben, die relativ viel geringer waren, etwa '/s g pro Kilo, 
wiihrend die Kaninchen 4—5 g pro Kilo Kérpergewicht erhielten. 

Unveriindert ausgeschieden wurden in meinen Versuchen 
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von den Dosen von 10 g in 5 Versuchen 1,32; 1,0; 1,4; 2.4 
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und 2,1 g, also im Ganzen von 50 g 9,22 g = 18,44°o oder 
rund '/5, wobei die grossen Schwankungen in den einzelnen 
Versuchen sehr auffallend sind. Auch bei Steigerung der Dosis 
auf das 1'/2fache — 15 g pro Tag liegt die ausgeschiedene 
Quantitét mit 3,016 g, etwas iiber 20°/o, noch innerhalb 
der Grenzen des bei 10 g in einzelnen Versuchen ausgeschie- 
denen Antheils und tibersteigt die Mittelzahl nur wenig. Be- 
merkenswerth ist, dass ein Thier von 8,75 eingefiihrter 
Arabinose nur 0,28 g, also 3,20°/o, unveriindert ausschied; da 
es sich hierbei um einen vereinzelten Versuch handelt, ist auf 
diese Abweichung kein grosser Werth zu legen. Cremer!) 
gal) einem Kaninchen von 2836 g Endgewicht am 4. Hunger- 
tage 28,75 g Arabinose auf einmal. In den niichsten 15 Stun- 
den wurden hiervon 4,34 g durch den Harn ausgeschieden ; 
da sich aber noch 8,74 g Arabinose im Darm fanden, so sind diese 
von der eingeftihrten Quantitiit abzuziehen, es sind somit nur 
20 g als resorbirt anzusehen. Davon wurden 4,34 g — 21,7°/o 
wieder ausgeschieden. Dies stimmt mit meinen Beobachtungen 
im Ganzen tberein. Die erhebliche Wiederausscheidung von 
18,44°0 nach Dosen von 10 g zeigt, dass die Assimilation 
der Arabinose von der des Traubenzuckers sehr wesentlich 
abweicht. Cremer?) berichtet, dass ein Kaninchen nach 30 g 
Traubenzucker am 4. Hungertage keinen Zucker im Harn aus- 
schied und nach 10 g Traubenzucker innerlich ist beim Ka- 
ninchen wohl nie Zucker im Harn zu finden. Ob die geringe 
Ausscheidung von 3,2°/o nach Einfiihrung von 8,75 g auf das 
Bestehen einer Assimilationsgrenze im Sinne von Hofmeister 
hindeutet, bleibt zweifelhaft. Trotz dieser relativ hohen Aus- 
scheidung verhalt sich die Arabinose beim Pflanzenfresser doch 
anders wie beim Menschen. 

Cremer (1. ¢. 8. 546) fand nach Aufnahme von 25,1 g 
Arabinose 9,13 g unverandert im Harn — ca. 36,4°/o. Jaksch 
fand, dass Fiebernde nach 20 g Arabinose allerdings nur 
unverindert ausschieden, Nichtfiebernde aber 


1) Zeitschr. f. Biol., Bd. 29, 5. 544. 
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zwischen 1 und 42°. Dabei kommt noch die Grosse der 
Dosis in Betracht, welche beim Menschen, wie oben erwiéhnt, 
sich auf ca. 1/3 g pro Kilo stellt, bei Kaninchen aber auf etwé 
t—d g, also 12 bis 15 Mal so hoch. 

Die Arabinose zeigt beziiglich ihres Verhaltens im Orga- 
nismus beim Menschen entschieden den Tvpus der schwer 
oxydirbaren, heterogenen, kOrperfremden Substanzen, wihrend 
dieses beim Kaninchen nicht so sicher ist. 

Es erscheint mir nothwendig, dieses etwas naher zu be- 
grunden., 

Ueberblickt man das Verhalten organischer chemischer 
Verbindungen im Organismus, soweit sie fiir diesen tiberhaupt 
angreifbar sind und ihn nicht in toto unverandert passiren, 
so ergibt sich unschwer eine Eintheilung in 3 Gruppen. 

1. Die erste Gruppe umfasst diejenigen Verbindungen, 
fiir welche die Assimilationsfihigkeit!) des Organismus, wie 
es scheint, keine obere Grenze hat. Hierher gehoren, soviel 
wir wissen, nur Fett und Eiweiss. Es kommt niemals, auch 
hei noch so reichlicher Zufuhr vor, dass etwas von diesen 
Verbindungen unveriindert durch den Harn ausgeschieden wird.*) 

2. Die zweite Gruppe umfasst diejenigen Verbindungen, 
welche in grosser Menge assimilirt werden, bei welchen_ in- 
dessen diese Quantitét eime durch Versuche leicht feststell- 
bare Grenze, die «Assimilationsgrenze» von Hofmeister, hat. 
In diese Klasse gehéren die Zuckerarten mit 6 bezw. 12 Atomen 
Kohlenstoff. Bekanntlich liegt diese Grenze bei den verschie- 
denen Zuckerarten verschieden, am hdchsten beim Menschen 
wohl fiir den Traubenzucker, erheblich niedriger fiir den Milch- 
zucker. Ueberschreitet man die Assimilationsgrenze, so wird 
allerdings nicht der Ueberschuss tiber diese durch den Harn 

1) Die Assimilation wird mitunter mit der Resorption zusammen 
ceworfen; selbstverstindlich ist sie von dieser streng zu trennen: der 
Ausdruck <Assimilation> bezieht sich nur auf die Vorgiinge — Ansatz, 
Spaltung, Oxydation —, welche jenseits des Darmkanals vor sich gehen. 

~) Nach v. Noorden kann es allerdings vorkommen, dass_ bei 


einseitiger massenhafter Zufuhr eines bestimmten Fiweisskérpers — Eler- 
albumin — dieser EiweisskOrper im Harn erscheint. Berl. klin. Wochenschr. 
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ausgeschieden, wohl aber ein Theil, und um so mehr, je hoher 
der Betrag ist, um welchen die Assimilationsgrenze tiberschritten 
wird. Nach den Untersuchungen von P. Mayer!) scheint dann 
-tets auch Glycuronsiiure, unter Umstiinden auch Oxalsiure 
als Produkt der unvollstandigen Oxydation ausgeschieden zu 
werden. Die Nihrstoffe der gewohnheitsmiissig aufgenommenen 
Nahrung gehoren ausschliesslich, wenn nicht in die erste, so 
in diese zweite Gruppe von Substanzen. Vermuthlich gehort 
auch der Alkohol in diese Gruppe, der unter Umstiinden sicher 
auch ernihrende Wirkung ausiibt, indem er die Einfuhr einer 
cewissen Anzahl von Calorien entbehrlich macht, d. h. es 
ermoglicht, mit einem geringeren Brennwerth der Nahrung aus- 
zukommen, als ohne ihn. Aber nicht allein die Nihrstoffe 
gehOren in eine dieser beiden Gruppen, sondern vor Allem 
eine Reihe organischer Saéuren, die man friiher unter der Be- 
zeichnung «Pflanzensiiuren» zusammenfasste, wie die Wein- 
siiure, Aepfelsiure, Bernsteinsiiure, Citronensiure und die 
meistens noch hierzu hinzugerechnete Milchséure, welche im 
Qrganismus mit der grdéssten Leichtigkeit oxydirt werden. 
Kinige dieser Siiuren haben eine obere Assimilationsgrenze ; 
fiir die verschiedenen Weinsiiuren ist dieses von A. Brion?) 
nachgewiesen, fiir die Citronensiiure nach dem angeblich con- 
stanten Gehalt der Milch an dieser Siiure wahrscheinlich. 

3. Die dritte Gruppe wird aus denjenigen, meistens der 
aromatischen Reihe angehdrenden, organischen Verbindungen 
gebildet, dereren Assimilationsgrenze oder, wie man in diesem 
Falle richtiger sagen wiirde, Oxydationsgrenze eine ausser- 
ordentlich niedrige ist; die Grenze liegt fiir diese so niedrig, 
dass man fast sagen kann, sie wird durch diejenige Quantitiit 
erreicht, die wir mit unseren Hiilfsmitteln in den Excreten 
noch nachweisen kénnen; auch von einem verabreichten 
Minimum wird immer noch ein Theil ausgeschieden; als Bei- 
<plel nenne ich das Phenol — es ist natiirlich dabei irrelevant, 
ob die Verbindung als solche oder als Glycuronsiiure, Aether- 
~chwefelsiure u. s. w. ausgeschieden wird: auch die Aus- 


1) Deutsche med. Wochenschr. 1901, Nr. 16 u. 17. 
~) Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 283. 
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scheidung in dieser Form ist als unverdanderte Ausscheidung 
anzusehen. Geht man tiber dieses Minimum hinaus, so wird, 
gerade so, wie bei den Verbindungen der zweiten Gruppe, nicht 
etwa alles tiber dieses Minimum Hinausliegende unveriandert 
ausgeschieden, sondern nur ein Theil, ein Theil dagegen 
oxydirt. Absolut genommen, wiichst der oxydirte Antheil mit 
der Quantitiit der eingefiihrten Substanz; relativ, d. h. im 
Verhiiltniss zur eingefiihrten Menge sinkt er. Ich darf vielleicht 
zur Erliuterung des Gesagten ein Beispiel anfiihren. Dasselbe 
ist einer Versuchsreihe entnommen, welche vor langen Jahren 
zur Aufkliirung dieser Verhiéltnisse auf meine Anregung und 
unter meiner Leitung von E. Tauber') an einem Hunde im 
Stickstoffgleichgewicht angestellt ist, dessen Harn bei der 
Destillation mit Salzsiiure keine nachweisbare Quantitit Phenol 
lieferte. Derselbe erhielt in Perioden von einigen Tagen 
steigende resp. fallende Mengen von Phenol. Im Mittel gestalteten 
sich die Verhiltnisse dabei folgendermaassen: 


Fingefiihrtes) Im Harn Oxydirt 

Phenol wieder- absolute In Procenten 

oro. Tag erhalten _ des 

| Quantitat eingefiihrten 

0,06 Spuren fast alles 
012 0,036 0,082 68,7 
02% 0,129 53,8 
036 | 0164 0,199 55,2 
048 0,258 0,222 451 
| 


Trotzdem also der Organismus des Hundes im Stande 
war, 0,222 g in 24 Stunden zu oxydiren, wurde doch von 
0,12 g eingegebenem Phenol fast !/3 unveriindert ausgeschieden, 
und von 0,06 g¢ immer noch eine nachweisbare Quantitit. 
Dieser Gruppe gehért, soweit bekannt, keine Verbindung an, 
die wir gewohnheitsmiissig als Niihrstoff mit der Nahrung 


1) Diese Zeitschrift, Bd. I, S. 366 (1878 79). 
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einfiihren. Ein solcher «Nahrstoff» wiirde auch ausserordentlich 
unzweckmiassig sein, da von ihm stets ein grosser Theil 
verloren ginge, jedes Individuum ihm gegeniiber also in der- 
selben Lage wiire, wie der Diabetiker gegeniiber dem Trauben- 
zucker. Ich beanspruche natiirlich nicht, in den vorstehenden 
Bemerkungen tiber den Gegenstand, d. h. die Beziehungen einge- 
fiihrter organischer Verbindungen zu den zersetzenden Kriiften 
des Organismns etwas wesentlich Neues gesagt zu haben, 
dieselben entspringen vielmehr lediglich Betrachtungen, welche 
sich mir bei dem Versuch, mir die Stellung der Pentosen 
im Organismus klar zu machen, aufdriingten. 

Nach dieser Eintheilung gehdren die Pentosen fir 
den Menschen unzweifelhaft in die dritte Gruppe, d. h. der 
heterogenen, kérperfremden Substanzen; dafiir spricht der 
erosse Betrag des unverandert im Harn ausgeschiedenen An- 
theils nach Cremer und Jaksch und die Erfahrungen, die 
Ebstein und Andere mit der Einfiihrung kleiner Mengen von 
Pentosen gemacht haben. Ebstein!) sah schon nach Ein- 
nahme von 0,25 g Arabinose im Harn die vorher nicht vor- 
handen gewesene Phloroglucinreaction auftreten, ebenso nach 
0,05 g Xylose, Cremer nach 1 g. 

Es ist daraus nicht unbedingt zu schliessen, dass das- 
selbe auch fiir den Pflanzenfresser gilt, fiir diesen betrachte 
ich die Frage, ob auch sehr kleine Mengen verabreichter 
Arabinose in den Harn iibergehen, noch als eine offene. Der 
Entscheidung stellen sich verschiedene Schwierigkeiten entgegen, 
einerseits der Umstand, dass der Kaninchenharn nicht selten 
die Farbenreactionen der Pentosen (und Glycuronsdure) gibt, 
uuch bei der Destillation mit Salzsiiure merklich Furfurol 
liefert, andererseits die Méglichkeit, dass kleine Mengen ver- 
abreichter Pentosen im Darmkanal zerst6rt werden kénnten, 
eine Moglichkeit, die um so niiher liegt, seitdem ich?) die 
leichte Zerstérbarkeit der Arabinose und Xylose durch Faulniss- 
bacterien aufgefunden habe. 


1) Virchows Arch., Bd. 129 (1892), S. 410. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 478. 
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2. Die Bildung von Glycogen nach Arabinosefiitterung. 


Kin an einem Huhn nach 4tigigem Hungern angestellter 
Versuch ergab 0,684 g Glycogen in der Leber. Sieben Ver- 
suche sind an Kaninchen angestellt, sechs mit positivem Erfolg, 
jedoch mit sehr wechselnden Glycogenmengen, einer nach 
6tigigem Hungern mit negativem. 


erkliirt sich vielleicht durch 


Das negative Hesultat 
die Beschaffenheit der Leber. 


welche schlaff, klein und mit Psorospermien durchsetzt war. 
Die erhaltenen Werthe fiir das Glycogen sind in folgender 
Tabelle zusammengestellt. 


ee, Glycogen in der Leber 
des a) imwiisse-|b) 
Thieres rigen Auszug Riickstand | 
1 1526 0058 1.6795 
3 0403 | 0,192 0.595 
4 1.3756 | 0,6822. 2.0578 
LOBE 0.0988 1.1328 
6 | O11 | 00130 | 01274 
7 | 04874 | 02714 | 0,7088 


Die Muskeln sind bei Kaninchen 6 und 7 auf Glycogen 
untersucht, in beiden Fiillen ergaben sich nur sehr geringe 
Werthe: Bei Nr. 6 in 200 ¢ Muskeln 0,0130 g, bei Nr. 7 in 


100 ¢ nur eine minimale Ausscheidung. 


Zur Entscheidung der Frage, ob diese Glycogenmengen 
etwa von Eiweisszerfall abzuleiten sind, wenden wir uns an 
die Betrachtung der N-Ausscheidung, die in 5 Fiillen bestimmt ist. 


N- 


Verhaltniss 


des -Ausscheidung | yon 
VWersachs- | is Ganson pro Tag am | N: Glycogen 
thieres | ‘Arabinosetage| = 1: 
3 9425 | 1396 | 1448 | 0,52 
4 | 4.20 O80 | 0,455 452 
5 | 4872 | 0974 | 098 | 4,15 
6 6947 | 1395 | 0,768 | 0,17 
7 024 0.605 1,008 | 0,70 
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Das Verhaltniss zwischen dem ausgeschiedenen Stickstot? 


und der Quantitét des gefundenen Glycogens zeigt, dass nach 
den jetzt herrschenden Anschauungen tiber die Abstammung 
des Glycogens nur bei Kaninchen 4 eine etwaige direkte 
Abstammung aus der eingefiihrten Arabinose in Betracht zu 
ziehen ist, wahrend in allen anderen Fiillen hierzu keine 
Nothigung vorliegt, vielmehr das Auftreten des Glycogens in 
der Leber sehr wohl nach der «KErsparnisstheorie» erkliirt 
werden kann, nur bei Kaninchen 4 wiirde dieses nicht mehr 
modglich sein. bei diesem Thier fallt aber die im Harn des 
Arabinosetages gefundene N-Menge ganz aus der Reihe, und 
wenn ich auch nichts von Fehlern bei der Sammlung des Harns 
oder bei der Bestimmung des N weiss, so erscheint es doch 
sehr gewagt, auf diesen einen befund hin eine direkte Bildung 
von Glycogen aus Arabinose anzunehmen, um so mehr, als 
man sich tiber diesen Vorgang kaum eine Vorstellung machen 
konnte. Es bleibt daher wahrscheinlich, dass hier irgend welche 
Fehler vorliegen, und dass auch in diesem Fall das Glycogen 
nach der Ersparnisstheorie zu erkliiren ist. 

Was die Natur des erhaltenen Glycogens betrifit, so ist es, 
wie bereits oben erwiihnt, das gew6hnliche mit 6 Atomen GC, ja es 
erwies sich sogar als ganz frei von Pentosen, bezw. Pentosanen. 
Zur Untersuchung wurde alles von Kaninchen erhaltene Glycogen, 
abgeschen von kleinen, zu gelegentlichen Versuchen verbrauchten 
Quantitiiten, vereinigt, in Wasser gelist und mit Alkohol gefillt. 
ks wurde so als schneeweisses, iiusserst feines Pulver erhalten, 
welches allerdings noch 0,96°9 Asche enthielt. Die von Dr. 
(7. Schrader, damaligem Assistenten, ausgefiihrte EKlementar- 
analyse ergab fiir die bei 110° getrocknete Substanz, aschefret 
berechnet, C 44,209 0, H 6,10°/o, bei einer zweiten Bestimmung 
43,88°/o, H 6.05%o,1) also im Mittel C 44,049/0, 
Die Formel C,H,,O, erfordert C 44,4490, H 6,17%o, die 
Huppert’sche Formel 6(C,H,,0;) + H,0 erfordert C 43,64, 16,26. 

Die gefundenen Werthe fiir den Kohlenstoff legen etwa 
in der Mitte zwischen den beiden Formeln, der Wasserstofl 


1) Die Analysenzahlen sind leider abhanden gekommen. 
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ist in beiden Fallen etwas zu niedrig gefunden worden, trotzdem 
kann natirlich kein Zweifel sein, dass es sich um Glycogen 
handelt. Weiterhin wurde ein Theil des Glycogens hydrolysirt 
und zu Reactionen auf Arabinose und zur Darstellung des 
Qsazons beniitzt. Die Reactionen auf Arabinose fielen giinzlich 
negativ aus, auch nach Vergiihrung des Zuckers, das Osazon 
erwies sich als Glucosazon. 

Gelegentlich wurde noch der aus dem Glycogen durch 
Hydrolyse erhaltene Zucker titrirt. 

0,467 g bei 110° bis zur Gewichtsconstanz getrocknetes 
Glycogen wurde 3 Stunden mit 90 ccm. Wasser und 10 ccm. 
Salzsiiure von 1,12 D im Kolben im Wasserbad (in dieses ver- 
senkt) erhitzt, unter zeitweiligem Zusatz von ein wenig Wasser 
zum Ersatz des verdampften, erkalten gelassen, neutralisirt, 
auf 200 com, aufgefiillt und mit Fehling’scher Lésung titrirt. 
Das Glycogen lieferte dabei 112,45°/o Glucose, was der Forme! 
C,H,,O, entsprechen wiirde. In einem Kontrollversuch lieferte 
(ilycogen, welches nach Fiitterung mit Traubenzucker erhalten 
war, 111,19°/o Glucose. Diese Versuche sind von Dr. Austin 
angestellt und von ihm schon beschrieben. ') 

Was die Angaben in der Litteratur betrifft ; so fand Cremer 
lc. S. 544 bet einem Huhn nach Arabinosefiitterung 0,278 
Glycogen in der Leber, bei einem Kaninchen von 2836 g 
Endgewicht 0,928 g¢ Glycogen. Ueber andere Pentosen liegen 
Versuche vor von Cremer (I. ¢. 5. 544) mit Rhamnose und 
Xylose, von Joh. Frentzel?) mit Xylose. Nach Fiitterung 
mit Rhamnose fand Cremer bei einem Huhn 0,208 g Leber- 
glycogen, bei Kaninchen 0,42 — 0,426 —3,102 g, nach Fiitterung 
mit Xylose bei einem Huhn 0,843 g Leberglycogen. Wahrend 
Cremer, ebenso wie ich, die Thiere vor dem Versuche 
hungern liess, wandte Frentzel eine complicirtere Versuchs- 
anordnung an. Er machte die Kaninchen durch Strychnin- 
kriimpfe glycogenfrei, gab ihnen dann gleichzeitig mit der 
Xylose ein Schlafmittel und hiillte sie in Decken, um Verluste 


1) Virchow’s Arch., Bd. 150, S. 195. 
Pfliiger’s Arch., Bd. 50, 273. 
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an Glycogen zu verhiiten. Frentzel tiberzeugte sich, dass 
Traubenzucker unter diesen Umstiinden reichliche Glycogen- 
hildung verursachte. Die Versuche mit Xylose gaben ein giinz- 
lich negatives Resultat. Ob das nicht doch Schuld der Methode 
war, wenn sich auch aus Traubenzucker unter diesen Umstiinden 
Glycogen bildete, steht dahin. Jedenfalls erscheint) mir 
nicht) angiingig, das von Cremer nach Xylose-Fiitterung 
vefundene Glycogen als Restglycogen zu betrachten, welches 
durch den Hunger nicht verbraucht war. 


3. Sind die Pentosen, speciell die Arabinose 
Nihrstoffe? 

Da die Arabinose, nach Versuchen von Cremer auch die 
hamnose und Xylose, eine Anhiiufung von Glycogen bewirken, 
welches als Nithrstoff wieder verbraucht worden wire, wenn 
das Thier am Leben geblieben wiire, so sind die Pentosen 
nach dieser Richtung beim Kaninchen unzweifelhaft Nihrstoffe. 
Wie Thatsache an sich ist sehr bemerkenswerth, sonst 
keine Nihrstoffe bekannt sind, von denen ein so erheblicher 
Theil den Kérper unbenutzt verliisst. Ob auch derjenige An- 
theil der Pentosen, welcher im Korper ausserdem oxydirt wird, 
ernihrende Wirkung hat, ist eine Frage, zu deren Beantwortung 
die experimentelle Grundlage — _ vergleichende Kohlensiiure- 
hestimmungen in der Exspirationsluft — fehlt. Man koénnte 
sich ja allerdings auf den Standpunkt stellen — er erscheint 
mir wenigstens discutabel — dass jede Substanz, welche 
oxydirt wird, also Wiirme bildet, dem Korper zugute kommt, 
doch fallt eine solche Wirkung allein nach der gebrauchlichen 
Anschauung nicht unter den Begriff der Erniihrung. 

Ob die Pentosen, ebenso wie die Kohlehydrate mit 6 bezw. 
12 Atomen Kohlenstoff, den Eiweisszerfall beschriinken, also 
nach dieser Richtung hin erniihrend wirken, ist gleichfalls 
hoch nicht zu entscheiden. Es kann als feststehend angesehen 
werden, dass die Stickstoffausscheidung im Hunger sinkt, 
wenn man dem hungerden Thiere Kohlehydrate gibt, wiewohl 
Versuche speciell an Kaninchen nach dieser Richtung meines 
Wissens nicht vorliegen. 

Hoppe-Seyler's Zeitschrift physiol. Chemie. XXXII. 27 
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Ueberblickt man die in den Versuchen festgestellten Werthe 
fiir die N-Ausscheidung, so ergibt sich die N-Ausscheidung 
am Arabinosetag in einem Falle dem Hungerwerth gleich, niin- 
lich OS g@ gegeniiber 0,974 im Hunger, in einem Versuche 
hOher, niimlich 1,008 g gegentiber 0,605, in 3 Versuchen melir 
oder weniger verringert, namlich von 1,396 g auf 1,148 g, von 
O80 ¢ auf 0445 g, von 1,395 g auf 0,768 g. Man kénnte demnach, 
wohl von einer wenigstens unter Umstiinden eintretenden be- 
schriinkung der Eiweisszersetzung sprechen, aber es ist) sehr 
wuffallend, dass auch die Werthe der Arabinosetage zum Theil 
immer noch hoher sind, als diejenigen, welche Rostoski?) 
kiirzlich an eiweissarm erniihrten Kaninchen gefunden hat, wie 
die Durchsicht der Tabellen in der Arbeit von Rostoski ergibt. 

Fiir den Menschen beobachteten Lindemann und May, *) 
dass beim Diabetiker unter dem Eintluss von 65 g verabreichter 
Rhamnose die Stickstoffausscheidung bei gleicher Diiit vou 
17,0 aul 14,8 ¢ herunterging, die Rhamnose also eiweisssparend 
wirkte. Dagegen beobachtete v. Jaksch |. ¢. nach Einfiihrung 
von Xylose beim Diabetiker eine enorme Steigerung des_ Ei- 
weisszerfalles, eine Steigerung in einem Falle anscheineni 
auch nach Zufuhr von Rhamnose. Im  Uebrigen  mochite 
ich auf die Verhaltnisse beim Menschen nicht eingehen, dit 
mir kein eigenes Beobachtungsmaterial zur Verfiigung steht. 
die Verhiiltnisse beim Menschen aber von Fr. Voit?) und 
namentlich von v. Jaksech eingehend untersucht sind. 


Ich modchte noch einige bei der Untersuchung der 
Muskeln gemachte betrachtungen nicht unerwiihnt lassen. 

1. 300 g Muskeln des Kaninchens VI wurde mit ca. 1 Liter 
Wasser wie zur Darstellung des Kreatins bei 50—60° extrahirt. 
filtrirt, abgepresst, auscoagulirt, eingedampft, mit Alkoho! 
extrahirt, der abfiltrirte alkoholische Auszug bei gelinder Wiirme 


1) Diese Zeitschr., Bd. XXXI, 3S. 432. 

2) Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. 56, S. 282, citirt nach Maly s 
Jahresb. f. 1896, S. 336. 

3) Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. 58, S. 523. 
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yerdunstet, nochmals mit Alkohol gefiillt, filtrirt, verdunstet. 
Der Riickstand in Wasser gelOst zum Volumen von 50 cem. 
Die Losung starke Phloroglucinreaction, drehte aber 
trotzdem nicht rechts, sondern links und zwar im 10 em.- 
Rohr an einem fiir Traubenzucker graduirten Halbschatten- 
apparat entsprechend 0,4 ° o. 

2. 300 g Muskeln des Kaninchens VII wurden ebenso 
verarbeitet. Von den erhaltenen 50 cem. Losung wurde ein 
Theil mit essigsaurem blei behandelt, filtrirt und auf Polari- 
sation untersucht. Auch diese Losung drehte links und zwar 
entsprechend 0,6°/o Traubenzucker; nach Behandlung mit 
Thierkohle sank die Drehung dieser Lisung auf 0,4°%o. Der 
andere Theil wurde direkt bis zur volligen Entfiirbung mit 
Thierkohle behandelt; Polarisation Null, Phloroglucinreaction 
fast Null. 

3. Es lag nahe, die Polarisation nach links auf fleiseh- 
milchsaure Salze zu beziehen, welche sich in Folge des 
Hungerzustandes angehiuft haben mochten. Zur Kontrolle 
wurden 500g Muskeln eines Kaninchens nach d5tigigem 
Hunger ebenso behandelt, jedoch das Volumen der erhaltenen 
Losung noch weiter, niimlich bis auf 20 cem. reducirt. Die 
Losung drehte gleichfalls links, aber nur etwa_ entsprechend 
Traubenzucker. 

Die Natur dieses linksdrehenden Korpers einst- 
weilen dahingestellt bleiben. 

Wenn ich zum Schlusse meine Beobachtungen in einigen 
sitzen zusammenfassen soil, so witrden dieselben  etwa 
folgendermaassen lauten: 

1. Die |l-Arabinose wird bei hungernden Kaninchen in 
Dosen von 10—15 g innerhalb 24 Stunden gut resorbirt, aber 
ein erheblicher Bruchtheil, im Mittel etwa 18,4 unver- 
undert durch den Harn ausgeschieden. 

Die Arabinose schliesst sich danach, besonders aber 
nach ihrem Verhalten beim Menschen, den heterogenen Sub- 
stanzen an, fiir welche es eine Assimilationsgrenze im Sinne 
Hofmeister’s insofern nicht gibt, als auch schon von den 
kKleinsten eingefiihrten Mengen etwas im Harn erscheint. 
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3. Die Arabinose bewirkt bei Kaninchen eine mehr oder 
weniger erhebliche Glycogenanhiiufung in der Leber. Das 
Glycogen ist das gewohnliche und es liegt kein Grund vor, 
eine direkte Bildung von Glycogen aus Arabinose anzunehmen. 

4. Die Arabinoseist, insofern sie Glycogen bildet, wenigstens 
bei Kaninchen als Nihrstoff anzusehen; ob sie auch ansser- 
dem noch kohlehydratsparend oder fettsparend wirkt, ist noch 
nicht zu sagen. 

5. Die eiweisssparende Wirkung der Arabinose 
zweltelhaft. 

6. Die Muskeln enthalten bei Arabinose-Fiitterung eine 
linksdrehende Substanz, deren Natur noch nicht festgestellt ist. 
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Die Oxydationsprodukte des Arginins. 
Il. Mittheilung. 
Von 
Fr. Kutscher. 


(Aus dem physiologischen Institut zu Marburg.) 


(Der Redaction zugegangen am 8. April 1901.) 


In einer kiirzlich verdffentlichten Arbeit haben Bénech!') 
und ich gezeigt, dass man durch vorsichtige Oxydation des 
Arginins aus demselben Guanidin gewinnen kann. Um auch 
die tbrigen krystallinischen Oxydationsprodukte des Arginins 
zu isoliren, nahm ich eine gréssere Menge Arginincarbonat, 
das mir Herr Professor Kossel zur Verfiigung stellte, in An- 
eriff. Das Verfahren, welches schliesslich zu einer anniihernd 
vollkommenen Auftheilung der krystallinischen Oxydations- 
produkte des Arginins fiihrte, gestaltete sich wie folgt: 

12 ¢ lufttrockenes kohlensaures Arginin wurden in 250 cem. 
Wasser gelist, auf 25° C. erwiirmt und langsam mit 36 g 
Baryumpermanganat, die in 500 ccm. Wasser gelOst waren, 
versetzt. Dabei erwiirmte sich das Reactionsgemisch auf 37° C. 
Die ganze Masse wurde darauf in einen auf 40° C. eingestellten 
Thermostaten gesetzt. Nach ca. 6 Stunden war vollkommene 
kntfirbung der Fliissigkeit eingetreten. Dieselbe wurde nun 
vom Manganschlamm abgesaugt, der Manganniederschlag sorg- 
liltig mit heissem Wasser ausgewaschen. Das Filtrat vom 
Manganniederschlag wurde mit den Waschwiissern vereinigt, 
in die Fliissigkeit Kohlensiiure eingeleitet und sie darnach ein- 
geengt, bis ihr Volumen ca. 300 cem. betrug. Sie wurde jetzt 
init Schwefelsiiure stark angesiiuert, darauf mit Phosphor- 
Wolframsiiure vorsichtig ausgefillt. Der erhaltene Niederschlag 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 278. 
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wurde nach 24 Stunden abgesaugt und mit 5° clger Schwefel- 
siure kurz ausgewaschen. Ich will zunéchst die Resultate, 
die die Verarbeitung der Phosphorwolframfiallung, dann  die- 
jenigen, welche das Filtrat vom Phosphorwolframniederschlag 
ergab, besprechen. 

Phosphorwolframniederschlag. 

Der Phosphorwolframniederschlag wurde in Wasser aut- 
geschwemmt und mit Baryt zersetzt. Vom phosphorwolfram- 
sauuren Baryt wurde abgesaugt, das Filtrat vom tiberschtissigen 
Baryt durch Kohlensiiure befreit, stark eingeengt und mit 
Schwefelsiiure neutralisirt. Dabei schied sich neben etwas 
schwetelsaurem Baryt in dicken, weissen Flocken eine organische 
Substanz ab. Dieselbe wurde von mir, da die Ausbeute zu 
gering war, nicht niéher untersucht. Vom schwefelsauren 
Baryt ete. wurde abfiltrirt. Das neue Filtrat wurde darauf mit 
kaltgesittigter Natriumpikratl6sung gefiillt. Das reichlich ab- 
geschiedene Guanidinpikrat (es wurden 5 g Guanidinpikrat 
gewonnen) wurde nach 48 Stunden abgesaugt und mit kaltem 
Wasser gewaschen. ') 

Das Filtrat vom Guanidinpikrat wurde mit Schwefelsdure 
stark angesiiuert und mit Phosphorwolframsdure gefallt. Der 
Niederschlag wurde abgesaugt, mit 5°/oiger Schwefelsiure aus- 
gewaschen, in Wasser aufgeschwemmt und mit Baryt zersetzt. 
Der phosphorwolframsaure Baryt wurde abgesaugt, in der 
Fliissigkeit der tiberschiissige Baryt durch Kohlensiiure nieder- 
geschlagen. Vom kohlensauren Baryt wurde abfiltrirt, das 
Filtrat stark eingeengt. Es setzte sich sehr bald am Boden 
der Krystallisationsschaale eine feste Krystallkruste ab. Die 
iiberstehende Mutterlauge wurde abgegossen, die Krystallmasse 
in heissem Wasser gelést und mit etwas Thierkohle entfirbt. 
Nach gehoriger Concentration schieden sich jetzt aus der ent- 
fiirbten Fliissigkeit kleine stark gliinzende, zu Drusen vereinigte 
Krystalle ab. Dieselben waren in heissem Wasser leicht, in 
kaltem dagegen schwer léslich, in Alkohol unléslich. Schon 
an der Luft verloren sie ihren Glanz. Im Exsiccator  tiber 
Schwefelsiiure zerfielen sie zu weissem Pulver. Bei 100° C. 


1) Siehe Emich, Monatshefte fiir Chemie, Bd. 12. 
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saben sie im Trockenschrank lebhaft Wasser ab. Gegen Lackmus 
reagirten sie schwach alkalisch. Sie wurden, wie die Analyse 
ergab, von der bisher nicht bekannten ;-Guanidinbuttersaure 
NH, 
CNH 
NH - CH, - CH, - CH, COOH 
sebildet. 

Da das Trocknen der freien Guanidinbuttersiiure Schwierig- 
keiten machte, benutzte ich fiir die Analyse ihre Verbindung 
mit Salzsiiure. Um diese darzustellen, hat man nur nothig, 
die Guanidinbuttersiure in etwas heisse concentrirte Salzsiiure 
einzutragen. Beim Erkalten krystallisirt sofort die Verbindung 
C.H,,N,0,°HCl aus. Dieselbe ist in Wasser leicht, in kalter 
verdiinnter, sowie concentrirter Salzsiiure dagegen schwer 
lich, in Alkohol unloslich. Sie schmilzt bei 184° C. (uncorrig. ) 
<cheinbar unzersetzt, denn die Schmelze erstarrt nach dem 
Erkalten wieder zu einer Krystallmasse, deren Schmelzpunkt 
unverindert geblieben ist. Die im Exsiccator tiber Schwefel- 
-iiure vorgetrocknete Substanz verlor beim Erwiarmen auf 
130° C. nichts an Gewicht. 

0.1712 g Substanz lieferten mit Kupferoxyd gemischt bei der Ver- 
brennung 0.2098 g CO, und 0,1053 g H,0, 

0.1527 g Substanz gaben bei der volumetrischen Stickstoffbestim- 
mung 30.8 ccm. N, T. = 12° C., Ba. = 750. Sperrfliissigkeit 25°/o Kalilauge, 

0.1041 g Substanz gaben 0,0825 g AgCl. 


Fiir C,H, ,N,O, HCI: 


Berechnet: Gefunden: 
C = 33,06 °/o C = 33,44 
H = 6,61 °/o H = 6,88 °/o 
N = 23,14 °/o N = 23,73 °/o 
Cl = 19,56 °/o Cl == 19,60 %o. 


Die Ausbeute an Guanidinbuttersiure hatte ca. 1 ¢g betragen. 


Filtrat vom Phosphorwolframniederschlag. 


Das Filtrat vom ersten Phosphorwolframniederschlag 
wurde mit Baryt von der iiberschiissigen Phosphorwolfram- 
“dure und Schwefelsiiure befreit, der iiberschiissige Baryt genau 
durch Schwefelsiure entfernt. Darnach wurden die vom phos- 
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phorwolframsauren Baryt etc. abfiltrirten Fliissigkeitsmassen 
stark concentrirt zur Krystallisation aufgestellt. Es schieden 
sich bald glinzende Blittchen ab, die von der geringen Mutter- 
lauge abgesaugt und nach der Entfiirbung durch Thierkohle 
aus Wasser umkrystallisirt wurden. Analyse sowie Schmelzpunkit- 
bestimmung erwiesen die Krystalle als Aethylenbernsteinsiiure. 

O1389 ¢ Substanz gaben bei der Verbrennung 0,2066 ¢ CO, und 


0,063 ¢ 
Fiir C,H,0,: 


Berechnet: Gefunden: 
( = 40,68 C = 40,58°., 
H = _ 5,08 %7o H = 5,07 %. 


Kin Theil der Krystalle wurde in das Silbersalz tiber- 
gefiihrt. Es gaben 0,1294 Silbersalz 0,0838 g Ag. 
Fir C,H,Ag,0,: 
Berechnet: Gefunden: 
Ag 65,02°) Ag = 64,76 

Die Krystalle der freien schmolzen bei 183° 
(uncorr.). Ein yon Kahlbaum bezogenes Priiparat von Aethylen- 
bernsteinsiiture schmolz am gleichen Thermometer unter den- 
selben Bedingungen bet 185°C. Auch die qualitativen Reac- 
tionen wie Sublimirbarkeit etc. stimmten mit jenen der Aethylen- 
bernsteinsiiture vollkommen iiberein. 

Die Ausbeute an Bernsteinsiiure hatte nur ca. 0,8 g be- 
tragen. In Wirklichkeit bildet sich bei der Oxydation des 
Arginins durch Baryumpermanganat jedenfalls weit mehr Bern- 
steinsiiure, als von mir isolirt wurde, doch muss der grosste 
Theil derselben sofort in Form von bernsteinsaurem Bary! 
niedergeschlagen werden und im Manganschlamm sowie den 
spiiteren Barvtniederschliigen stecken bleiben. Es hat demnach 
wahrscheinlich die Unvollkommenheit der von mir benutzten 
Oxydationsmethode es verschuldet, dass die Menge der ge- 
wonnenen Bernsteinsiiure weit hinter der theoretisch berech- 
neten zurtickgeblieben ist. 

Die Mutterlauge von der Bernsteinsiiure setzte nach 
einiger Zeit noch eine geringe Menge einer in langen Nadelu 
krystallisirenden Substanz ab. Die Krystalle waren in kaltem 
Wasser sehwer léslich, in Alkohol vollkommen unldslich. Um 
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sie zu identificiren, reichte ihre Menge nicht hin. Nach ihrer 
Abscheidung verblieb eine geringe schmierige Mutterlauge, die 
nicht weiter zuganglich war. 

Die von mir bei der Oxydation des Arginins erhaltenen 
Resultate bringen eine vollkommene Bestiitigung der von 
Schultze, Winterstein') und Ellinger?) iiber die Consti- 
tution des Arginins bezw. Ornithins ausgesprochenen Ansichten. 
Namentlich beseitigen sie den Einwand, den man gegen die 
originelle Methode Ellinger’s*) erheben kann, niimlich, dass 
hei seinen Arbeiten das Tetramethylendiamin aus dem Ornithin 
nicht durch Spaltung entstanden, sondern synthetisch von den 
Bakterien dargestellt worden ist. Weiterhin geben sie natiir- 
lich den Arbeiten Ellinger’s beziiglich der Constitution des 
Lysins eine starke Stiitze. 

Die Oxydation des Arginins muss sich, darauf deutet die 
Auffindung der Guanidinbuttersiiure, in zwei Phasen vollziehen, 
deren erste zur Bildung der Guanidinbuttersiure  fiihrt, die 
dann weiter in Guanidin und Bernsteinsiiure zerfillt. Diese 
Vorginge lassen sich in folgenden Formeln ausdriicken: 

/ Nu, 
I. G:NH NH, 
CH, COOH ++ CO, + NH, 
I. 
\CNH, ‘CH, :CH,:CH,-COOH + = 
VALE 
COOH: CH,: COOH 
\NH, 

Die Atomgruppirung in der Guanidinbuttersiiure ergibt 

sich ohne Weiteres, sobaid man die krystallinischen End- 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXVI, S. 1 und Ber. der deutsch. chem. 
Gesellsch., Bd. 30, S. 2879 und Bd. 32, S. 3191. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. XXIX, S. 334 und Ber. der deutsch. chem. 
Gesellsch., Bd. 31, S. 3183 und Bd. 32, S. 3542. 
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produkte der Oxydation des Arginins, das Guanidin und die 
Aethylenbernsteinséure mit in die Betrachtung zieht. 

Das Auffinden der Bernsteinsiiture unter den Oxvdations- 
produkten des Arginins gestattet weiterhin, einer Frage niiher 
zu treten, die bereits von Gorup-Besanez aufgeworfen 
worden ist. Gorup-Besanez!) hat bekanntlich die Bernstein- 
siure in der Thymusdriise des Kalbes, in der Thyreoidea und 
Milz des Rindes nachgewiesen. An diesen Befund kniipft er 
folgende Betrachtungen.?) «Nach diesen Erwiigungen diirfte 
es wohl gerechtfertigt sein, die Bildung der Bernsteinsaéure im 
Laufe der Untersuchung zu bezweifeln und vielmehr = anzu- 
nehmen, dass diese Siiture constant oder in gewissen Functions- 
phasen ein Bestandtheil der Milz, Thymus und Thyreoidea sei. 
Dass sie in diesem Falle eines der immer zahlreicher sich 
erweisenden Glieder der regressiven Stoffmetamorphose sein 
miisse, liisst sich nach allen gegebenen physiologischen und 
chemischen Daten wohl nicht bezweifeln: aus welchem Korper 
sie aber zunichst entstehe, ist gegenwiirtig auch nicht einmal 
anniihernd zu bestimmen. Es kénnte eben so gut sein, dass 
sie aus gewissen stickstofffreien Verbindungen durch Oxydations- 
vorginge entstiinde, als es andererseits denkbar wiire, dass sie 
aus stickstoffhaltigen Ko6rpern durch Spaltung gebildet wiirde.> 

Die von Gorup-Besanez gestellte Frage nach den 
Muttersubstanzen der im thierischen Organismus gefundenen Bern- 
steinsiiure kOnnen wir zur Zeit, nachdem es Gulewitsch und 
Jachelsohn®) gelungen ist, in der Milz als Produkt des re- 
gressiven Stoffwechsels das Arginin mit Hilfe der Methode 
Kossel’s nachzuweisen, wenigstens theilweise beantworten. 
Denn seit wir die Bernsteinsiiure als Oxydationsprodukt des 
Arginins kennen gelernt haben, diirfen wir zweifellos das 
withrend der regressiven Stoffmetamorphose gebildete Arginin 
als eine Quelle der im Organismus auftretenden Bernsteinsaiure 
ansprechen und somit dieselbe auf den Hexonkern des Eiweilss- 
molekiils zurtickftihren. 


1) Annalen der Chemie und Pharmacie, Bd. 98, S. 1 ff. 
2) l. c., S. 33. 


Zeitschrift. Bd. XXX, S, 533. 
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Ueber das Hefetrypsin. 
Von 
Fr. Kutscher. 
‘Aus dem physiologischen Institut in Marburg.) 


‘Der Redaction zugegangen am 8. April 1401.) 


In seiner Arbeit «Ueber das Invertin der Hefe» hat 
Salkowski') auch einige Bemerkungen beztiglich des Hefe- 
irvpsins gemacht, die ich berichtigen muss. Salkowski 
-chreibt in seiner Veroffentlichung: «Bei meinen Versuchen tber 
die Autodigestion der Hefe habe ich drei bisher unbekannte 
Knzvme in der Hefe aufgefunden: 1. ein eiweissspaltendes, 
welches in seiner Wirkung dem Trypsin sehr nahe_ steht, 
jedoch mit dem Unterschied, dass es noch energischer spaltend 
zu wirken scheint, da die digerirte Fliissigkeit nichts Wesent- 
liches von Albumosen oder Pepton enthiilt. M. Hahn = und 
Geret haben dasselbe_ kiirzlich aus Hefepresssaft isolirt und 
festgestellt, dass es sich von dem Trypsin dadurch unter- 
scheidet, dass es am besten bei saurer Reaction wirkt.» 

Als Beleg fiir diesen Satz fiihrt Salkowski seine Arbeiten 
im Centralblatt f. d. med. Wissenschaften 1889, No. 13, in 
dieser Zeitschrift, Bd. XU, S. 506 und in der Zeitschrift f. 
klin. Med., Suppl. z. Bd. 17, S. 77, 1890, auf.  Sieht man 
jedoch die betreffenden Arbeiten durch, so findet man keine 
Angaben, die Salkowski gestatten, oben citirten Satz in der 
Form auszusprechen, in der er es gethan hat. Man erfihrt 
aus denselben nur, dass bei der Autodigestion der Hefe mit 
Chloroformwasser Albumosen, Pepton, Leucin,  Tyrosin, 
Alloxurbasen und Phosphorsiiure in die Digestionsfliissigkeit 
libergehen. Die Bildung dieser Substanzen fiihrt Salkowski 
auf einen Fermentvorgang zuriick. Ueber die Natur des 
Fermentes sagt Salkowski dagegen nichts. Und doch hiitte 


Diese Zeitschrift, Bd. XXXI. 323 ff. 
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er damals auf Grund der Angaben Kiihne’s tiber die Wirkungs- 
weise des Trypsins mit einigem Recht behaupten konnen, 
dass das in den Hefezellen enthaltene proteolytische Enzym 
cin tryptisches sei. 

Nachdem ich aber die Anschauung Kiithne’s tiber die 
Wirkung des Trypsins als irrig erwiesen habe und da die 
Spaltungsprodukte, die Salkowski bei der Autodigestion der 
Hefe erhalten hatte, nicht charakteristisch fiir die Wirkungs- 
weise des Trypsins sind, durfle Salkowski auf Grund seiner 
Arbeiten gar nicht mehr behaupten, das Enzym in der Hefe 
sel ein tryptisches. 

Wenn Salkowski aber gar noch nach Empfang meiner 
Arbeit,’) in der ich die Belege dafiir erbracht habe, dass das 
proteolytische Enzym der Hefe ein dem Trypsin identisches 
oder nahe verwandtes sei, die Behauptung aufstellt, er habe 
in der Hefe ein eiweissspaltendes Enzym, welches in seiner 
Wirkung dem Trypsin sehr nahe steht, festgestellt, so scheint mir 
die von Salkowski benutzte Ausdrucksweise in doppelter Hin- 
sicht sehr ungliicklich gewihlt. Denn erstens gibt dieselbe weit 
mehr, als den von Salkowski erhaltenen Resultaten entspricht, 
und zweitens muss, da Salkowski meine Arbeit, auf dic 
gestiitzt er Angaben iiber die Natur des proteolytischen Hete- 
enzyms machen konnte, nicht citirt, der Eindruck entstehen, 
als ob Salkowski mich absichtlich nicht als den Autor nennt, 
dessen Arbeit endgiiltige Aufkliirung tiber die Natur des Hete- 
trypsins gegeben hat, um seine Untersuchungen als weitgehender 
erscheinen zu lassen, wie sie es in Wirklichkeit sind. 

Dariiber also, dass Salkowski nicht die Natur des 
proteolytischen Enzyms der Hefezellen  festgestellt hat, kann 
nach Vorstehendem kein Zweifel sein und es fragt sich nur 
noch, ob Salkowski, wie er behauptet, das proteolytische 
Knzym in den Hefezellen entdeckt hat. Ich habe dazu in den 
Sitzungsberichten der Gesellschaft zur BefOrderuug der gesammten 
Naturwissenschaften zu Marburg Folgendes geschrieben: «Dic 


1) Aus den Sitzungsberichten der Gesellsch. z. BefOrd. der ges. 
Naturw. zu Marburg, Juni 1900. 
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ersten Angaben, welche auf das Vorhandensein starker proteo- 
lvtischer Enzyme im Inneren der Hefe hinweisen, verdanken 
wir Schtitzenberger (Bull. de la soc. chimique de Paris, 
|. 21, 1874, 5. 194 u. 204, weiter «Die Giihrungserscheinungen » 
1876) und Kossel (Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. 1V, S. 20% 
und Bd. VII, 5. 17). Die beiden genannten Forscher iiber- 
liessen gewaschene Hefe der Selbstgiihrung bei 37—40° und 
konnten danach eine starke Zunahme der wasserléslichen Sub- 
~tanzen feststellen. Unter denselben fanden sich in reichlicher 
Menge Tyrosin, Leucin, freie Alloxurbasen und freie Phosphor- 
siiure. Es sind das lauter Substanzen, die nur aus zersetzten 
Nucleinen und Eiweisskérpern der Hefe stammen_ konnten. 
Die folgenden Arbeiten von Salkowski (Zeitschrift f. physiol. 
Chemie, Bd. XH, 5. 506 und Zeitschrift fiir klinische Medicin, 
Bd. 17, Suppl.) und Hahn (Ber. d. deutsch. chemisch. Gesell- 
schaft, Bd. 31, S. 200 u. 2335) haben iiber die Natur des 
proteolytischen Enzyms in der Hefe und den Abbau, den die 
Kiweisskérper durch denselben erfahren, nichts wesentlich 
Neues ergeben. » 

Diese Siitze versucht Salkowski zuriickzuweisen, ohne 
selbst. jetzt sich die nothigen Kenntnisse der Schiitzen- 
berger schen Arbeiten zu verschalfen. Wiirde er dies gethan 
haben, so wiirden ihm wahrscheinlich seine eigenen Unter- 
siuchungen als das erscheinen, wofiir ich sie ansehe, niim- 
lich als Wiederholungen  iilterer, hauptsachlich Schiitzen- 
berger’scher Versuche. 

Da aber Salkowski die Arbeiten Schiitzenberger’s 


immer noch nicht kennt, muss ich auf dieselben etwas niiher 


eingehen. Sowohl Béchamp, wie Schiitzenberger !) tiber- 
liessen zuniichst gewaschene tiberlebende Hefe sich selbst und 
constatirten dabei die reichliche Bildung von Leucin, Tyrosin, 
Alloxurbasen, Alkohol und Kohlensiiure. Um Infusorienbildung 


uuszuschliessen, wandten sie spiter Kreosotwasser an, unter 


dem die Hefe die gleichen Erscheinungen zeigte. Schon 
Schiitzenberger?) gab fiir die eben genannten Processe, 


1) Die Giihrungserscheinungen, Leipzig 1876. 
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die sich an der iiberlebenden und unter Kreosotwasser gehal- 
tenen Hefe abspielen, eine Erkliirung, der wir auch heute nur 
beistimmen konnen. Er schreibt) dariiber in Theil Il der 
Giahrungserscheinungen, 5. 266, nachdem er die Pepsin- und 
Trypsinverdauung abgehandelt hat: «Die Analogie der Functionen 
gab Bernard Veranlassung, auch im Pflanzenreich nach einer 
Kiweissverdauung zu suchen. Verstehen wir mit Bernard 
darunter jeglichen Uebergang albuminoider Substanzen in 
liche diffusible Koérper, dann kommt sie sicherlich auch im 
Pflanzenreiche vor. Bei der Alkoholgithrung wurde der Er- 
scheinungen gedacht, die man an einer der Inanition tiber- 
lassenen und feuchtgehaltenen Hefe beobachtet: sie diirfen 
nur als wirkliche Verdauung von Porteinsubstanzen gedeutet 
werden. » 

Nach den citirten Versuchen von Béchamp und Schiitzen- 
berger sowie der Erkliirung Schiitzenberger’s war es klar, 
dass es sich dabei nur um = einen Fermentvorgang handeln 
konnte. Es war so klar und selbstverstiindlich, dass es eigent- 
lich gar nicht mehr gesagt zu werden brauchte. Die Versuche 
Salkowski'’s, der an Stelle von Kreosotwasser Chloroform- 
Wasser setzte, im Uebrigen aber zu den gleichen Resultaten 
wie Béchamp und Schiitzenberger kam, kénnen daher nur 
als eine Wiederholung und unwesentliche Modification alterer 
Versuche gelten. 

Nun behauptet Salkowski allerdings, die Versuche, in 
denen Schtitzenberger und Béchamp mit Kreosotwasser 
arbeiteten, wiiren von mir nicht in Betracht gezogen worden. 
Salkowskischreibt dazu: «Diese Versuche hat aber Kutscher 
sicher nicht im Auge gehabt, denn er spricht nur von Selbst- 
gihrung und dass diese nicht die Existenz eines elwelssspal- 
tenden Enzyms beweist, liegt auf der Hand.» schreibe 
jedoch meiner’ Abhandlung ausdriicklich: «Die folgenden 
Arbeiten von Salkowski und Hahn haben tiber die Natur 
des proteolytischen Enzyms in der Hefe und den Abbau. 
den die Eiweisskorper durch dasselbe erfahren, nichts wesent- 
lich Neues ergeben.» In vorstehendem Satz glaubte ich mich: 
so deutlich wie nur modglich ausgesprochen zu haben. Ich 
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habe mich, wie ich sehe, geirrt, und muss daher Salkowski 
erkliiren, dass, wenn ich nur an die Selbstgithrung der tiber- 
iebenden Hete gedacht hiitte, ich logischer Weise hiitte schreiben 
miissen: «Die folgenden Arbeiten von Salkowski und Hahn 
haben beztigich der Selbstgaihrung nichts Neues ergeben. 
Aber gerade weil ich die Versuche von Schiitzenberger una 
Béchamp mit Kreosotwasser, sowie die Erkléirung derselben 
durch Schiitzenberger kannte, durfte ich schreiben: «Die 
folgenden Arbeiten von Salkowski und Hahn haben beziig- 
lich der Natur des proteolytischen Enzyms in der Hefe nichts 
wesentlich Neues ergeben.» Die einzelnen Versuche Schiitzen- 
bergers aufzufiihren, verbot die Form der Mittheilung meines 
Vortrages, die die Kiirze eines Referates hat. 

Weiterhin wiirde Salkowski, vorausgesetzt, er besiisse 
die nothige Litteratur-Kenntniss, verstiindlich sein, warum ich 
die Arbeiten Kossel’s im Zusammenhang mit denjenigen 
Schiitzenberger’s citirt habe. Er wiirde sehen, dass die 
Arbeiten Kossel’s denen Schiitzenberger’s nicht voraus- 
gehen, sondern folgen und die richtige Erklirung geben 
fiir die Herkunft der Alloxurbasen und der Phosphorsiiure, 
die ber der Selbstverdauung der Hefe entstehen. 

Zum Schluss wirft mir Salkowski vor, ich hiitte§ mir 
die Chloroformwasserdigestion der Hefe aneignen wollen, weil 
ich ihn nicht ausdriicklich als Autor derselben nenne. Er 
hitte mir mit demselben Recht auch vorwerfen kOnnen, dass 
ih Schiitzenberger und Béechamp um die Kreosotwasser- 
digestion der Hefe, wovon die Chloroformwasserdigestion nur 
cine Modification ist, bringen wollte. Denn auch jene habe 
ich nicht niiher erwiihnt, trotzdem mich bei meinen ganzen 
von Salkowski beanstandeten Ausfiihrungen nur das Bestreben 
veleitet hat, den von Salkowski nicht gekannten Arbeiten 
Schiitzenberger’s gerecht zu werden und sie bekannt zu 
Inachen., 

Dass mir aber die von Salkowski untergeschobene Ab- 
sicht vollkommen gefehlt hat, geht wohl am klarsten aus der 
Zusendung meiner Arbeit an Salkowski hervor. In dieser 
habe ich ausserdem die beiden Arbeiten Salkowski’s iiber 
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die Autodigestion der Hefe, in denen Salkowski seine Chloro- 
formwassermethode zur Geniige hervorhebt, genau citirt. 

Im Uebrigen war und ist es fiir meine Methode  voll- 
kommen gleichgiiltig, ob ich mich des Chloroformwassers bei 
der Selbstverdauung der Hefe bediente. Ich hitte ebenso gut 
Kreosotwasser oder salicylsaures oder atherhaltiges Wasser, 
das von Kithne!) und Hoppe-Seyler?) schon vor Salkowski 
mit gutem Erfolg bei der Autodigestion des Pankreas benutzt 
wurde, anwenden kénnen. Ich hitte sogar mit tiberlebender 
Hefe arbeiten kénnen und wiire wahrscheinlich auch damit 
zum Ziele gelangt. Denn meine Methode beruht darauf, die 
fiir die Thiitigkeit eines Enzyms charakteristischen Spaltungs- 
produkte zu isoliren und aus denselben die Natur des Enzyms 
zu erschliessen. 

Ich muss daher die Reclamation Salkowski's, nach 
der meine Arbeit tiber das Hefetrypsin eine Fortsetzung seiner 
Untersuchungen sein soll, zuriickweisen. Sie ist, daraus habe 
ich kein Hehl gemacht, eine Fortsetzung der Versuche von 
Schiitzenberger und Kossel. Eine Fortsetzung der Ar- 
heiten Salkowski’s kann sie nicht sein, weil diese lediglich 
eine Wiederholung der Verdffentlichungen von Schiitzen- 
berger und Kossel darstellen, die nur Salkowski und anderen, 
welche die einsehligige Litteratur nicht kennen, neu erscheinen. 


1) Verhand]. des naturhist.-med. Vereins zu Heidelberg, N. F., 
Bd. 1, 1877. 
2) Diese Zeitschrift. Bd. VIII, 130. 


Be 
4 
133 
fa 
hates ‘ 
Se 
5 
He he 
“Sy 
2 
q 


Notiz iiber den aus Cerebrin abspaltbaren Zucker. 
Von 
Fr. N. Schulz und Fr. Ditthorn. 


(Aus der chem. Abtheilung des physiologischen Instituts zu Jena.) 


Der Redaction zugegangen am 9. April 1901.) 


Aus Cerebrin liisst) sich durch Kochen mit Siiure ein 
krystallisirbarer Zucker gewinnen. Thierfelder') hat den- 
selben dargestellt und auf Grund seiner physikalischen Con- 
-tanten (Schmelzpunkt, Drehungsvermdgen), der elementaren 
Zusammensetzung, der Bildung von Galactosazon mit henyl- 
hvdrazin, sowie der Ueberfiihrbarkeit in Schleimsiiure als 
identisch mit der gew6hnlichen Galactose angesprochen. In 
der That berechtigen die gefundenen Werthe zu dieser An- 
nahme. Da die neueren Untersuchungen ergeben haben, dass 
durchweg die in die Organisation des thierischen Korpers 
aufgenommenen Kohlehydrate, im Gegensatz zu dem als Re- 
servestoff functionirenden Glycogen bezw. Traubenzucker, 
durch Siiuren als amidirte Zucker abgespalten werden (z. B. 
(ilycosamin aus Chitin, Chondrin, Mucin, Albumin), so lag 
die Vermuthung nahe, dass auch die Galactose des Cerebrins 
ein amidirter Zucker, ein Galactosamin sei. 

Die Bildung von Galactosazon konnte nicht als Beweis 
tir Thierfelder’s Annahme gelten, da ja auch das Gly- 
cosamin mit Phenylhydrazin gewohnliches Glucosazon liefert. 

Auffallend ist allerdings die gute Uebereinstimmung des 
Schmelzpunktes sowie des optischen Verhaltens des isolirten 
Zuckers mit den fiir Galactose gefundenen Werthen. Wenn 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. XIV, 1889, S. 208. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXII. 28 
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man aber bedenkt, dass einmal das Glycosamin und. die 
Glucose nur geringe Differenzen in den erwihnten Werthen 
bieten (noch dazu ohne dass sich eine Identitét zwischen dem 
Kohlehydrat, welches dem Glycosamin zu Grunde liegt, und 
der gewohnlichen Glycose  feststellen liesse), ferner 
Thierfelder bei den ausserordentlichen Schwierigkeiten in 
der Materialgewinnung sicher nur geringe Mengen des Gehirn- 
zuckers in reiner Form zur Verfiigung hatte, so wird man 
unsere Bedenken fiir gerechtfertigt halten. 

Da die C- und H-Bestimmung nur durch mehrere Analysen 
und bei vollig reinem Material eine Entscheidung dariiber, ob 
es sich um einen Zucker C,H,,O, oder C,H,,NO; handelt, her- 
beifiihren kann (Thierfelder hat anscheinend nur so viel 
Material unter Hiinden gehabt, dass er eine C- und H-Be- 
stimmung ausfiihren konnte), so hielten wir es fiir zweckmiissig, 
den angedeuteten Zweifel durch das einfache Mittel einer 
Stickstoffbestimmung zu beheben. 

Wir stellten uns reines Cerebrin aus Rinderhirn dar 
durch Verseifen von Protagon mit methylalkoholischer Baryt- 
losung nach der Methode von Kossel und Freitag.!) Das 
reine Cerebrin wurde im Einsehlussrohr durch 5stiindiges Er- 
wiirmen mit der 1Ofachen Menge 2°/oiger Schwefelsiture aut 
125° gespalten, wobei die reducirende Substanz in die wasserige 
Losung tbergeht. Die abfiltrirte wiisserige LOsung wurde mil 
Baryt genau ausgefillt, durch Kochen mit Thierkohle vollig 
entfiirbt, dann zur Syrupconsistenz auf dem Wasserbade ein- 
geengt. Durch Zusatz von Alkohol und etwas Aether wurde 
die Abscheidung harter makroskopischer Krystalle von weisser 
Farbe und siissem Geschmack erzielt, die identisch sind mit 
den von Thierfelder als Galactose angesprochenen.?) 

Die Stickstoffbestimmung, nach Kjeldahl an 2 verschie- 
denen Priiparaten ausgefiihrt, ergab nun, dass die Krystalle 


1) Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XVII, 1892, S. 440. 

2) Als wir die Gehirnmasse direkt mit Baryt verseiften und dann 
durch heissen Alkohol Cerebrin extrahirten, erhielten wir ein unreines 
Cerebrin, welches bei der Siiurespaltung schlecht krystallisirenden Zucker 
lieferte, der mit einer stickstoffreichen Substanz verunreinigt war. 
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frei von Stickstoff waren. Es handelt sich also thatsiichlich 
um Galactose, wie Thierfelder von vornherein annahm. 

Wir haben somit anscheinend eine Ausnahme von der 
sonst giiltigen Regel vor uns, dass die Derivate des thierischen 
Organismus bei der Saiurespaltung amidirte Kohlehydrate liefern. 
Zu bedenken ist jedoch, dass das Cerebrin nicht die native 
Verbindung darstellt, sondern erst durch Kochen mit Baryt 
aus dem Protagon entstanden ist. 

Es sei noch bemerkt, dass die bei der Spaltung ange- 
wandte Schwefelsiure nicht etwa die Amidogruppe erst nach- 
triiglich abgespalten hat, wie man aus dem Verhalten des 
Isoglycosamins etwa entnehmen kénnte. Um dies festzustellen, 
wurde die Spaltungsfliissigkeit mit Natronlauge alkalisirt und 
durch Destillation in eine vorgelegte 1'/10-Normalsiiure auf 
fliichtiges Alkali gepriift. Hierbei ging kein Ammoniak tber. 
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Weiteres tiber Galactosamin. 
Von 


Fr. N. Sehulz und Fr. Ditthorn. 


Aus der chemischen Abtheilung des physiologischen Instituts zu Jena.) 


(Der Redaction zugegangen am 9. April 1901.) 


Bei Untersuchung des Zuckers, der durch stiirkere Séuren 
aus dem Glycoproteid der Eiweissdriise des Frosches 
abgespalten wird, konnten wir Befunde erheben, aus denen wir 
schlossen, dass es sich um ein Galactosamin handele. *) 

Da die Reindarstellung ausreichender Mengen dieses 
Zuckers auf grosse, bisher nicht tiberwundene Schwierigkeiten 
stiess, so versuchten wir zuniichst auf indirektem Wege weiter 
zu kommen, durch den Versuch, auf andere Weise Galac- 
tosamin zu gewinnen. 

Ks war uns seiner Zeit entgangen, dass der Name 
Galactosamin eigentlich schon anderweitig vergeben ist. Lobry 
de Bruyn und van Leent haben unter diesem Namen einen 
Korper beschrieben, der durch Einwirkung von NH, in methy!- 
alkoholischer Loésung auf Galactose entsteht, und dem die Zu- 
sammensetzung C,H,,NO, zugeschrieben wird. *) Ausser einem 
Galactosamin sind noch Ammoniakverbindungen mehrerer 
anderer Zucker in analoger Weise von den Verfassern her- 


1) Fr. N. Schulz und F. Ditthorn, Galactosamin, ein neuer 
Amidozucker, als Spaltungsprodukt des Glycoproteids der Ejweissdriise 
des Frosches. Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXIX, 1900, 8. 373. 

2) a, Fr. H. van Leent, «Ueber Milchzucker, Galactose und Mal- 
tose und ihre Ainmoniakverbindungen>. Inaug.-Diss., Basel, 1894. 

b. C. A. Lobry de Bruyn et F. H. Leent, Dérivés ammoniaux 
de quelques suecres. Recueil des Traveaux chimiques des Pays-Bas. 
189%. Tome XIV, S. 140 ff. 
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cestellt worden. Alle diese Ammoniakverbindungen von Kohle- 
hydraten unterscheiden sich von dem Glycosamin durch die 
lockere Bindung des Ammoniaks. Schon beim Stehen der 
wisserigen Losung sowie bei Beriihrung der festen Substanz 
mit Luft wird NH, abgespalten. Durch verdiinnte Siiuren 
auch organische, z. B. Oxalsiure) wird das locker gebundene 
NH, quantitativ frei gemacht. Es gelingt demnach nicht, Salze 
dieser Ammoniakzucker mit Siiuren darzustellen. Umgekelrt 
ist das Glycosamin nur unter besonderen Vorsichtsmassregeln 
als freie Base zu erhalten, wiihrend es mit Siéuren_ priichtig 
krystallisirende Salzverbindungen eingeht und dementsprechend 
nur sehr schwer NH, abspaltet. 

In mancher Beziehung in der Mitte zwischen diesen 
beiden Gruppen von Ammoniakverbindungen der Kohlehydrate 
stehen die von Emil Fischer!) auf anderem Wege dargestellten 
Amidozucker, das Isoglucosamin und das Akrosamin, 
beide durch Reduction des betreffenden Osazons mit Zink und 
Kisessig gewonnen. Diese letzteren sind als freie Basen 
bisher nicht dargestellt; sie enthalten das Ammoniak in ziem- 
lich fester Bindung, so dass es gelingt, Salze mit organischen 
Siiuren (Acetat und Oxalat des Isoglycosamins, Oxalat des 
Akrosamins) herzustellen. Beim Behandeln mit Mineralsiiuren 
tritt dagegen eine Abspaltung von NH, ein, und es ist bisher 
nicht gelungen, Verbindungen mit Mineralsiiuren darzustellen. 

De Bruyn und van Leent gaben selbst an, dass ihre 
Ammoniakderivate sich in ihrer Constitution von den drei 
anderen damals bekannten Osaminen (Glycosamin, Isoglycos- 
amin, Akrosamin) unterscheiden (S. 142 Anm.). Es diirfte 
daher wohl zweckmissig sein, die Bezeichnung Osamine fiir 
solche Zucker zu reserviren, die durch die festere Bindung des 
NH, (Salzbildung mit Siiuren) als zu einer Gruppe gehdrend 
sich documentiren; zu diesen wiirde auch das von uns ver- 
muthete Galactosamin zu zihlen sein. 


1) a. Emil Fischer, Ueber Isoglucosamin. Chem. Ber., Bd. 19, 
S. 1920. 

b. E. Fischer und J. Tafel, Synthetische Versuche in der 
Zuckergruppe. Chem. Ber., Bd. 20, 1887, 8. 2566—2575. 
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Um ein Vergleichsobject fiir den aus dem Glycoproteid 
der Eiweissdriise des Frosches darstellbaren Zucker zu ge- 
winnen, gingen wir in ganz analoger Weise vom Galactosazon 
aus, wie Emil Fischer aus Glucosazon und Akrosazon das 
Isoglucosamin und das Akrosamin darstellte,!) in der Hoffnung, 


so ein Galactosamin zu erhalten. 

100 g Galactose (Kahlbaum), in 11. Wasser gelést, wurden mit 
100 g Phenylhydrazin und 100 g Essigsiure mehrmals langere Zeit ge- 
kocht und die beim Erkalten abgeschiedenen Krystalle jedesmal ab- 
filtrirt, mit Wasser gewaschen und auf Thonplatten an der Luft getrocknet. 
Die Ausbeute betrug in mehreren Darstellungen je 50 g Galactosazon, 

dO g Galactosazon, mit 100 ccm. Wasser und 300 ccm. Alkohol 
absolutus verrieben, unter allmahlichem Zusatz von 125 g Zinkstaub und 
d0 g Eisessig bei 50° reducirt. Nachdem die sichtbaren gelben Osazon- 
partikel vollstandig verschwunden, wurde abfiltrirt. Das Filtrat wurde 
mit SH, vom Zink befreit. Diese Procedur erfordert Geduld; das sehr 
voluminése ZnS musste mehrmals abfiltrirt und zur Vermeidung von 
Verlusten mit Alkohol (1:3 wie oben) ausgewaschen werden. Trotzdem 
war dieses Entzinken sicher mit bedeutenden Verlusten verbunden. Das 
vollig zinkfreie Filtrat wurde bei 450° unter mdglichst vermindertem 
Druck zum Syrup eingedampft und dann mit reichlich Alkohol und viel 
Aether gefallt. Der abgeschiedene Syrup zeigte keine Neigung, spontan 
krystallinisch zu werden. Nach mehrtaigigem Stehen wurde von dem 
ziihen Syrup abdecantirt; der Syrup wurde in wenig Wasser gelist 
(wobei er sich fast vélhg aufléste) und filtrirt. 

Das Filtrat wurde mit dem 20—30fachen Volumen Alkohol abso- 
lutus versetzt. Hierdurch wurde eine geringe Triibung, aber keine 
nennenswerthe Fallung erzielt. 

Das Galactosamin wird also, falls es bei der Reduction 
des Galactosazons sich bildete, als Acetat aus wisseriger 
Losung nicht gefiillt, im Gegensatz zum Isoglucosaminacetat. 
Aehnlich verhiilt sich nach E. Fischer das Akrosamin, dessen 
Acetat auch nicht krystallisirt. Da das Akrosamin dagegen 
ein krystallisirendes Oxalat bildet, und auch das Isoglucosamin- 

1) So weit wir sehen, ist (ausser einem nicht weiter verfolgten 
Versuch mit Lactosazon von Emil Fischer) dies Verfahren nicht 
anderweitig zur Darstellung von Amidozuckern benutzt worden, obgleich 
schon Fischer ausdriicklich auf die Bedeutung derartiger Verbindungen 
fir den Physiologen hinwies und die Hoffnung aussprach, dass auf 
diesem Wege eine gréssere Anzahl von Ammoniakderivaten der Zucker- 
arten zu gewinnen sel. 
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oxalat durch Alkohol leichter gefallt wird, wie das Isoglucos- 
aminacetat, so wurde die wisserig alkoholische Losung des 
vermutheten Galactosaminacetats mit alkoholischer Oxalsaure 
versetzt. Hierdurch liess sich eine reichliche, voluminése, schon 
krystallinische Fallung erzielen. Dieselbe wurde abfiltrirt, in 
wenig Wasser gelést und nochmals mit Alkohol gefillt. Hier- 
bei zeigte es sich, dass zwei verschieden leicht fiillbare Sub- 
stanzen in der Losung vorhanden waren. 


Die leichter fallbare Substanz, durch mehrfaches Fractioniren mit 
Alkohol soweit gereinigt, dass sie Fehling’sche Lésung nicht mehr 
reducirte, erwies sich durch ihre Eigenschaften sowie durch Elementar- 
analyse als Ammoniumoxalat. Das Ammoniak bildet sich in reichlichen 
Mengen bei der Reduction des Osazons, die sich nach der Gleichung 

C,,H,.N,O, + H,O + 6H = C,H,,NO, + NH, + 2C,H,NH, 
vollzieht. 

Der schwer fallbare Theil enthielt den gesuchten Zucker. 
Der Versuch, denselben durch Entfernen der ersten Alkohol- 
fillungen, die bei mehrfachem Losen in Wasser und Ausfiillen 
mit Alkohol erhalten wurden, von anhaftendem Ammon- 
oxalat vOllig zu befreien, misslang, wie die nachfolgenden 
Analysen zeigen. 

Eine nicht zu verdiinnte Lésung von Ammonoxalat wird schon 
durch wenig Alkohol gefillt (das Gleiche bis doppelte Volumen). Die 
Lisung des Zuckers konnte so weit von Ammoniumoxalat befreit werden, 
dass eine sehr concentrirte Lésung erst durch das 10—20 fache Volumen 
Alkohol gefallt wurde. 


Wir erhielten so ein Priiparat, welches rein krystallinisch 
war und sich durch Waschen mit Alkohol und Aether und 
Trocknen auf Thonplatte leicht als feines leicht gelbliches 
Krystallpulver gewinnen liess. Auf dieses Pulver beziehen 
sich die nachfolgenden Angaben. 

1. Reductionsvermégen. 0,0477 g Galactosaminoxalat 
reducirten 6,4 ccm. Fehling’scher Losung, entprechend 0,032 g 
Traubenzucker. 

0,0477 g Galactosaminoxalat (C,H,,NO,-C,O,H,) waren 
iquimolekular mit 0,082 g Traubenzucker. 

0.0477 g Galactosaminoxalat (C,H,,NO.),°C,O,H, waren 
aiquimolekular mit 0,0383 g Traubenzucker. 
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Da das Priiparat, wie die Elementaranalyse ergab, noch 
stirker mit Ammonoxalat verunreinigt war (ca. 25/0), so 
ist das Reductionsvermégen also etwas grésser wie das des 
Traubenzuckers. 


2. Klementare Zusammensetzung. 


Gefunden Berechnet fiir 


I | II Mittel | | | (ll 
| | | | 
( 8319 33,02 | | 35,68 160 37.50 
6AB 6,06 5,57 | 625 
N 97 | 9,74 972 5,20 1972 | 625 
| 


Die gefundenen Werthe wiirden annihernd stimmen fiir 
25° 0 Ammonoxalat 75°/o Galactosaminoxalat, und zwar 
besser fiir (C,H,,NO.),C,0,H,. Dem Isoglucosaminoxalat 
die Formel zu; dem Akrosaminoxalat die 
Formel (C,H,,NO,),C,0,H,. 

5. Optische Activitét. Die Substanz war optisch in- 
activ (eine 10° oige Losung zeigte keine mit einem Sacchari- 
meter nachweisbare Drehung). Die Salze des Isoglycosamins sind 
stark linksdrehend; das Oxalat des Akrosamins ist optisch inactiv. 

4. Bei Oxydation mit Salpetersiiure  bildet sich 
Schleimsiiure, die durch die typischen, in kaltem Wasser sehr 
schwer loslichen Krystalle nachgewiesen werden konnte. 

). Die wiisserige Losung fiirbt sich beim Erwiirmen mit 
Natronlauge erst gelb, dann braun (unter NH,-Entwickelung). 
Ansiiuren trat intensiver Geruch nach Karamel aul. 
Auch beim einfachen Veraschen der Substanz machte_ sich 
dieser Geruch bemerkbar. 

6. Mit Phenylhydrazin wird sehr leicht Osazon rege- 
nerirt. Schon in der Kiilte wird nach einigem Stehen (2% 
Stunden) einer ZuckerlOsung mit Essigsiure und Phenylthydrazin 
in reichlicher Menge Osazon abgeschieden. Nach kurzem 
Kochen tritt Osazon reichlicher auf. Schmelzpunkt nach ein- 
maligem Umkrystallisiren 163°C. Ein weiteres Reinigen musste 
aus Mangel an Material unterbleiben. 
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Aus den vorliegenden Daten geht hervor, dass bei der 
Reduction des Galactosazons ein Galactosamin entsteht, welches 
mit Oxalsiure ein aus wiasseriger LOsung durch Alkohol fill- 
hares Oxalat bildet. 

Die Ausbeute war sehr schlecht: aus 150 g Galactosazon 
erhielten wir nur 2,5 g analysenfiihiges Galactosamin (noch 
mit Ammonoxalat verunreinigt, s. oben). Die verschiedenen 
durch Alkohol unvollstéindig gefillten Mutterlaugen  lieferten 
heim Verdunsten noch mehrere Gramm (ca. 3 g) einer Feh- 
ling sche LOsung sehr intensiv reducirenden Masse.  Dieselbe 
war stark hygroskopisch, wurde an der Luft sofort) syrupés 
und liess sich nicht in analysenfiihige Form bringen. 

Die Menge des als leichter durch Alkoho) fillbar, durch Fractioniren 
abgetrennten Ammonoxalats betrug 1,2 g; dasselbe war nahezu rein. 

Berechnet fiir C,O(NH,, + H,O = © 16,90, H7,0, N 19,72. 0.36.3, 
Gefunden C 16,59, H 6,84, N 20,5, 0 56,07. 

Zum Vergleich mit dem friiher aus dem Froschglyco- 
proteid dargestellten Zucker wurde 1 g des moéglichst gereinigten 
(ralactosaminoxalates mit 5 cem. Wasser gelost, sodann mil 
10°/oiger HCl und einem grossen Ueberschuss von 
Alkohol versetzt. Auch durch 20—30fache Menge Alkohol 
trat keine Fiillung ein: erst durch Zusatz von reichlichen 
Mengen Aether konnte eine solche erzielt werden. Die aus 
Krystallen bestehende ausgeschiedene Masse war so hygro- 
skopisch, dass sie nur in Form eines ziihen Syrups erhalten 
werden konnte, in welchen sie an der Luft sofort zerfloss. 
Der Syrup enthielt reichlich Chlor, reducirte Fehling sche 
LOsung intensiv. Beim Behandeln mit absolutem Alkohol ging 
ein Theil der reducirenden Substanz in Lésung, ein Theil blieb 
ungelost. Von diesem ungelésten Theil wurde, nachdem der- 
selbe durch Stehen an der Luft wieder Wasser angezogen, 
von Neuem ein Theil durch Alkohol gel6st, so dass nach und 
hach fast die ganze Substanz in eine starke Alkohollésung 
iibergefiihrt werden konnte. 

Wir haben also ganz iihnliche Verhiiltnisse vor uns, wie 
sie seinerzeit bei dem aus dem Glycoproteid des Frosches 
gewonnenen Zucker zur Beobachtung kamen. Damals wurde 


: 
is 
: 
4 j 
: 


die Alkoholléslichkeit der HCl-Verbindung des Amidozuckers 
als Unterscheidungsmerkmal gegeniiber dem Glycosamin her- 
vorgehoben. Wahrscheinlich ist diese Angabe dahin zu modi- 
ficiren, dass nur unreine, hygroskopische Praparate eine derartige 
Alkoholléslichkeit besitzen. Ob es gelingen wird, krystallinische 
Priiparate des salzsauern Galactosamins zu gewinnen, und ob} 


diese in Alkohol unléslich sind, mag die Zukunft lehren; auf 


jeden Fall ist das Verhalten des salzsauren Glycosamins gegen- 
iiber Alkohol in typischer Weise verschieden von dem des 
(;alactosaminchlorids. 

Unsere jetzigen Erfahrungen sind dazu geeignet, die friiher 
ausgesprochene Vermutung, dass ein Galactosamin ein Paar- 
ling des Glycoproteids der Froscheiweissdriise sei, wesentlich 
zu unterstutzen. 

Die nichsten Aufgaben werden sein, erstens aus dem 
Galactosazon wirklich reines Galactosamin darzustellen. Zwei- 
tens ist zu versuchen, ob der aus den untersuchten Glyco- 
proteiden abspaltbare Zucker in Gestalt des Oxalats, die fur 
die Abscheidung offenbar die giinstigsten Bedingungen dar- 
hietet, in reiner Form zu gewinnen ist. 
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Untersuchungen iiber die Gallen einiger Polarthiere. 
Von 
Olof Hammarsten. 


(Der Redaction zugegangen am 12. April 1901.) 


|. Ueber die Galle des Eisbaren. 
I]. Abschnitt. 


Durch die beiden schwedischen Expeditionen mit «An- 
tarctic» in den Jahren 1898 und 1899, wie auch durch die 
zwei Expeditionen nach Groénland im Jahre 1900 — die 
schwedische unter K olthoff und die diinische unter Amdrup —, 
habe ich Gallen von Eisbiren, Moschusochsen, Wallross und 
ein paar Arten von Seehunden zur Untersuchung erhalten. Ich 
benutze diese Gelegenheit, um dem Herrn Professor G. Nat- 
horst in Stockholm, den Herren Conservator Kolthoff und 
Docent Nordenskiéld in Upsala und dem Herrn Cand. Mag. 
N. Hartz in Kopenhagen meinen verbindlichsten Dank fiir 
das Aufsammeln des Untersuchungsmateriales Offentlich aus- 
zusprechen. 


Wie zu erwarten, bin ich bei dieser Arbeit mehrmals auf 


recht auffilllige und eigenthiimliche Abweichungen von dem Ver- 
halten der bisher untersuchten Gallen gestossen, die ver- 
gleichende Untersuchungen auch anderer Gallen von neuen 
(esichtspunkten aus sehr wiinschenswerth machten. Aus diesem 
(irunde habe ich auch die Rinder- und Menschengalle in den 
Kreis meiner Untersuchungen hineinziehen miissen, und _hier- 
durch ist die ganze Arbeit eine mehr umfassende geworden, 
ils ich urspriinglich gedacht hatte. Ich hoffe indessen, im 
Laufe von einigen Jahren in einer Reihe von Aufsiitzen meine 
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Beobachtungen tiber die Gallen der obengenannten Polarthiere 
verOffentlichen zu kOnnen und ich will mit der Galle des Kis- 
biiren den Anfang machen. 

Bevor ich zu meinen Untersuchungen tiber diese Galle 
iibergehe, will ich jedoch erst einige allgemeine Bemerkungen 
tiber das Aufsammeln der Gallen, welches bet allen obenge- 
nannten Polarthieren in derselben Weise geschah, voraus- 
schicken. Die Galle wurde immer, so bald als mdglich nach 
dem Toédten des Thieres, direkt aus der Blase in eine grosse. 
mit Alkohol von 96°/o0 beschickte Glasflasche hineingegossen. 
Die Menge des Alkohols in der Flasche war so gross, dass 
nach dem. vollstiindigen Ausfiillen der letzteren mit Galle von 
einer bestimmten Thierart auf je 1 Volumen Galle 4—5 Vo- 
lumina Alkohol kommen wiirden. Da aber in den allermeisten 
Fiillen die Flaschen nicht mit Galle gefiillt werden konnten, 
kamen meistens auf je 1 Volumen Galle bedeutend gréssere 
Mengen Alkohol. Durch den Alkohol konnte die Faulniss der 
Gallen vollstiindig verhindert werden, und sie waren also fiir 
die qualitative Untersuchung vollig brauchbar. In Folge der 
Ausfiilling des sogenannten Gallenschleimes und auch eines 
Theiles der Mineralstoffe konnte dagegen eine vollstiandige 
quantitative Analyse nicht ausgefiihrt werden. Dagegen war 
die quantitative Analyse der alkoholl6slichen Stoffe noch méglich. 
Ich erhielt die Gallen zur Verarbeitung meistens nach etwa 
2—3 Monate langem Aufbewahren in Alkohol. 


Das Gemenge von Eisbiirengalle und Alkohol stellte eine 
sehr dunkelbraun gefiirbte L6sung mit einem reichlichen Boden- 
satz dar. Der letztere wurde abfiltrirt und mit Alkohol aus- 
gewaschen. Von dem mit dem Waschalkohol gemischten 
alkoholischen Filtrate') wurde ein kleiner Theil zur Unter- 
suchung der Farbstoffe reservirt und der Rest auf dem Wasser- 


1) Es handelt sich hier um die Hauptmenge der zur Untersuchung 
erhaltenen Eisbiirengalle (Nathorst-Expedition 1899). Die in den Jahren 
1898 und 1900 erhaltenen Mengen waren so klein, dass sie eigentlic!: 
nur fiir einige Kontrollversuche hinreichend waren. 
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hade auf etwa die Hilfte des urspriinglichen Volumens con- 
centrirt. Es wurden nun etwa 500 ccm. der alkoholischen 
Lisung, behufs etwaiger Kontrolluntersuchungen und quanti- 
tativer Bestimmungen, in einer gut verkorkten Flasche aut- 
bewahrt, wahrend der Rest der Losung (etwas mehr als 2,5 1.) 
im Wasserbade bis zur Trockne verdunstet wurde. Die hier- 
bei zurtickbleibende Masse, die erst, nachdem sie einige Zeit 
im Exsiccator gestanden hatte, pulverisirbar war und die an 
der Luft rasch unter Wasseraufnahme wieder zihe wurde, 
loste ich in Alkohol, filtrirte von dem Ungelésten ab und 
verdunstete wiederum zur Trockne. Ueber die weitere Ver- 
arbeitung dieser Masse siehe unten. 

In dem urspriinglichen, nicht auf dem Wasserbade con- 
centrirten alkoholischen Filtrate konnten drei Farbstoffe direkt 
nachgewiesen werden. 1. Bilirubin, welches indessen nur in 
-ehr geringer Menge vorhanden war. 2. Urobilin oder Stercobilin, 
welches mit Ammoniak und Chlorzink eine griin fluorescirende 
Losung und den charakteristischen Streifen des Stercobilins 
gab. Die Menge des Bilirubins war so klein, dass die Ver- 
inderung dieses Farbstoffes durch Ammoniak und Chlorzink 
den direkten Nachweis des Stercobilins in der Lésung nicht 
in Geringsten hinderte. 3. Ein braungelber Farbstoff, den ich 
auch in Gallensteinen vom Eisbiiren gefunden habe. Dieser 
Farbstoff gibt nicht die Gmelin’sche Reaction. Er zeigt 
keinen Absorptionsstreifen im Spectrum, sei es bei direkter 
Untersuchung oder nach Zusatz von Ammoniak und Chlorzink, 
wodurch ebenfalls keine Fluorescenz hervorgerufen wird. Diesem 
Farbstoffe gegeniiber, welcher den hauptsichlichsten Farbstoff 
der Gallenlésung darstellte, kamen sowohl das Bilirubin wie 
das Stercobilin in nur geringen Mengen vor. Dies gilt sowohl 
von den im Jahre 1898, wie von den in den Jahren 1899 und 
1900 erhaltenen Eisbiérengallen. 

Ob dieser Farbstoff schon in der frisch gelassenen Galle 
“ich vorfindet oder erst wihrend der Aufpbewahrung in der 
wlkoholischen Lésung aus einem anderen Farbstoffe entstanden 
ist, lasse ich dahingestellt sein. Der Umstand, dass ich den- 
selben Farbstoff auch in den Gallensteinen von zwei Eisbaren 
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gefunden habe, widerspricht der letzterwihnten Méglichkeit 
nicht, liisst sich aber ebenso wenig als Wahrscheinlichkeits- 
beweis fiir dieselbe verwerthen. Da ich den Farbstoff nich 
ohne Aufopferung einer grOsseren Menge des seltenen Materiales 
hiitte niiher studiren kénnen, und da es zudem fraglich war, 
ob hier ein priformirtes Pigment vorlag, habe ich von der 
weiteren Untersuchung desselben Abstand genommen. 

Wie oben bemerkt, hatte ich die Hauptmasse der Galle 
zweimal im Wasserbade zur Trockne gebracht, was ich, au! 
Grund der an anderen Gallen bisher gemachten Erfahrungen, 
glaubte ungestraft machen zu kénnen. Zu meinem Bedauern 
fand ich indessen im Laufe der Arbeit, aber leider etwas zi 
spiit, dass das Eintrocknen im Wasserbade fiir die Kisbiren- 
valle (und wie es scheint auch fiir andere Gallen, wie die 
Menschengalle) kaum ganz zuliissig sein diirfte. Aus dem 
Grunde wurde die Hauptmenge der Galle hauptsiichlich zu dem 
Studium der gallensauren Salze und deren Spaltungsprodukte 
verwendet. Ueber die Resultate dieser Untersuchungen soll in 
dem zweiten Abschnitte dieser Abhandlung berichtet werden. 
In diesem Abschnitte werde ich einige mehr orientirende 
systematische Untersuchungen mittheilen, zu welchen haupt- 
siichlich die obengenannte, nur bis auf die Hilfte concentrirte 
Loésung (500 cem.) benutzt wurde. Gliicklicher Weise konnte 
ich auch die Richtigkeit einiger an der grossen Hauptmasse 
gemachten Beobachtungen durch die im Jahre 1900 durch die 
Amdrup'sche Expedition erhaltene Galle constatiren. Diese 
Galle wurde niimlich immer bei einer Temperatur, die nie melir 
als 40—45° C. betrug, econcentrirt; und sie wurde darauf in 
Vacuo bei Zimmertemperatur getrocknet. 

In dem obengenannten, bis auf etwa die Hiilfte con- 
centrirten, fiir Kontrolluntersuchungen reservirten Filtrate (etwi 
500 ecm.) wurde in kleineren Proben von 5 bezw. LO ccm. 
der Gehalt an festen Stoffen genau bestimmt. Er betrug 3,37 ° ». 

Bei dem Eintrocknen eines Theiles dieser Losung, ers! 
auf dem Wasserbade und dann im Exsiccator, blieb beim be- 
handeln des Riickstandes mit absolutem Alkohol ein braun- 
gefiirbter Rest zuriick, der, nach sehr genauem Auswaschen 
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mit absolutem Alkohol, in Wasser gelést wurde. Er léste sich 
hierbel ganz klar und vollstiéndig zu einer gelbgefiirbten LOsung 
auf. Nach dem Eintrocknen der letzteren und Einiischern des 
Riickstandes schien mir die Reaction auf Schwefelsiiure in der 
Asche auffallend stark zu sein. 

Dies veranlasste mich, einen quantitativen Versuch zu 
machen: und da dieser Versuch gleichzeitig auch zu anderen 
Zwecken dienen sollte, wurden von der obengenannten alko- 
holischen Gallenlésung (mit 3,37 °/o festen Stoffen) 2 Portionen 
auf je 75 ecm. (a) und 50 cem. (4) in Platinschalen vorsichtig 
concentrirt und eingetrocknet. Der in jeder Portion erhaltene 
Riickstand wurde gesondert mit absolutem Alkohol behandelt 
und das Ungeléste, nach sorgfialtigem Auswaschen mit ab- 
solutem Alkohol, in Wasser gelost. Die filtrirte LOsung wurde 
eingetrocknet und der Riickstand gewogen. Er wog in «@ 0,0925 
und in b 0,0615 g. Auf die Trockensubstanz (in a 2,5275 
und in & 1,685 g) umgerechnet, betrug er also 3,66 bezw. 
3,69° 9. Es wurde nun iiber der Spiritusflamme eingeischert 
und die Aschen gewogen. Die Gesammtasche der beiden 
Proben betrug 0,040 g und der in Alkohol unlosliche Riick- 
stand bestand also aus rund 75°/o organischer und 25°/o an- 
organischer Substanz. Von den Aschebestandtheilen waren 
0.0305 Wasser léslich und 0,0095 g in Wasser un- 
loslich. Die unléslichen enthielten Kalk, Phosphorsiiure und 
Kisen. In den léslichen wurden nur das Chlor (durch Titration 


mit 7 AgNO,-Losung) und die Schwefelsiiure (als Baryumsulfat) 


bestimmt. Berechnet man das Chlor und die Schwefelsiiure 
ls Natriumverbindungen, so wurden erhalten: 0,O0117 g NaCl 
und 0,02073 g Na,SO,. Die iibrigen léslichen Salze kamen 
wahrscheinlich als Phosphate und Carbonate vor. Die Asche 
reagirte alkalisch. 

Die Asche enthielt also nur verschwindend kleine Mengen 
Chloralkalien und der Hauptbestandtheil war jedenfalls Sulfat. 
Als Natriumsalz berechnet, betrug die Menge des Sulfates 51,82° o 
von der Gesammtasche und 67,96°/o der léslichen Salze. Da 
es hier um eine alkoholische GallenlOsung sich handelte, die 
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von dem sogenannten Schleime und den ausgefallten Salzen 
getrennt worden war, und da ferner die Galle, den gang und 
viiben Vorstellungen gemiiss, sehr arm an Sulfaten sein soll, 
muss ich als eine auffallende Eigenschaft der Eisbarengalle 
den unerwartet hohen Gehalt der in absolutem Alkohol unlos- 
lichen Stoffe an Schwefel bezeichnen. 

Man kénnte vielleicht meinen, es riihre dies daher, dass 
die Eisbiirengalle, abweichend von anderen Gallen, verhaltniss- 
miissig reich an Sulfaten sei; durch eine solche Annahme 
kann aber die obige Beobachtung nicht erklart werden. Wird 
das von dem in absolutem Alkohol Ungelésten getrennte Filtrat 
wiederum eingetrocknet, so erhalt man einen neuen unge- 
losten Riickstand, der ebenfalls reich an Schwefel ist, und 
wenn man das Eintrocknen und Wiederauflésen in Alkoho! 
mehrmals wiederholt, erhalt man jedesmal einen ungelosten, 
=chwelelhaltigen Rest.!) Da die Sulfate in absolutem Alkohol 
unloslich sind, ist also die obige Annahme unhaltbar. Es 
handelt sich, was auch spiiter bewiesen werden soll, unzweifel- 
haft um eine organische, schwefelhaltige Substanz. Aehnliche 
Erfahrungen hatte ich iibrigens schon friiher bei meinen Unter- 
suchungen tiber die Menschengalle gemacht. Auch hier erhielt 
ich bei wiederholtem Eintrocknen der alkoholischen Gallen- 
losung auf dem Wasserbade und Wiederaufl6sen in Alkoho! 
unlosliche Riickstiinde, die indessen nicht auf einen Gehalt an 
Schwefel gepriift wurden. Bei einer neulich ausgeftihrten Unter- 
suchung der Blasengalle eines Hingerichteten habe ich das- 
selbe Verhalten wiederum gefunden. Die Asche der in absv- 
lutem Alkohol unléslichen organischen Substanz bestand in 
diesem Falle zum allergréssten Theil aus Sulfat. 

Ks schien mir von Interesse zu sein, die Eigenschaften der 
unbekannten, schwefelhaltigen Substanz der Eisbiirengalle 
weiter zu erforschen. Zuerst versuchte ich aber, wenn moglich, 
Aufschluss iiber die ungefiihre Menge derselben zu gewinnel. 


1) Um Wiederholungen zu vermeiden, bemerke ich, hier ein fi 
alle Mal, dass bei der Priifung auf Schwefel wie auch bei der quanti- 
tativen Bestimmung desselben nicht die Gas-, sondern die Spiritusflammec 
henutzt wurde. 
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Zu dem Ende stellte ich einen neuen Versuch mit 50 cem. 
der Obenerwaéhnten alkoholischen Gallenlésung (mit 3,37°'o 
festen Stoffen) an. Die abgemessene Menge wurde in einer 
hinreichend geriiumigen Platinschale auf dem Wasserbade sehr 
vorsichtig verdunstet und dann auf dem siedenden Wasser- 
bade mehrere Stunden getrocknet. Nach 24stiindigem Stehen 
im Exsiccator wurde in absolutem Alkohol gelést, wobei ein 
ungeloster Rest zuriickblieb. Dieser Rest wurde nach ein 
paar Tagen von der Loésung getrennt, auf einem sehr kleinen 
Filtrum gesammelt und mit viel absolutem Alkohol genau aus- 
cewaschen. Darauf wurde er in Wasser geldst, die Loésung 
liltrirt, in einer Platinschale bis zu constantem Gewicht (was 
-ehr leicht auf dem Wasserbade gelang) eingetrocknet und 
cewogen. Das alkoholische Filtrat, sammt dem Waschalkohol, 
wurde von Neuem wie oben eingetrocknet und der Riickstand 
iit absolutem Alkohol behandelt. Der hierbei ungelost zuriick- 
bleibende Rest wurde nach dem Auswaschen mit Alkohol und 
Auflosen in Wasser in dieselbe Platinschale, wie der vorige 
est, tbergefiihrt, getrocknet und gewogen. In dieser Weise 
wurden siimmtliche von einer Anzahl Eintrocknungen her- 
riihrende Riickstiinde in derselben Schale eingetrocknet, ge- 
wogen und zuletzt, behufs der Schwefelsiiurebestimmung, ein- 
geaschert. 

In diesem Versuche wurde in dieser Weise insgesammt 
24 Mal eingetrocknet und wieder in Alkohol gelést, ohne dass 
ih trotzdem zu Ende gekommen bin. Der Versuch nahm 
mehrere Monate in Anspruch, und da er, damit keine Ver- 
luste stattfinden, mit peinlicher Genauigkeit ausgefiihrt werden 
musste, habe ich nur diesen einzigen quantitativen Versuch 
ausgefiihrt. 

Der Versuch zerfallt in 4 Perioden, und in jeder der drei 
ersten kamen je 7, in der vierten dagegen nur 3 Eintrocknungen 
uid Wiederauflésungen vor. 

Die Gesammtmenge der festen Stoffe in den angewendeten 
Gallenlésung war 1,685 g. Nach dem ersten Ein- 
‘ocknen betrug das Gewicht des in Alkohol unloslichen Riick- 
tandes 0,0605 g, nach dem zweiten betrug es 0,0065 g und 
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dann schwankte es in den fiinf tbrigen zwischen 0,005 und 
0,005 g. Im Ganzen wurden in der ersten Periode 0,089 ¢ in 
Alkohol unloslichen Riickstandes erhalten. 

xe dem Einiischern lieferten diese O,O89 g genau 0,020 ¢ 
Asche, und die Menge der organischen Substanz war also 
0.069 ¢. Der Riickstand enthielt also 77,5°/o organische Sub- 
stanz und 22,50 Asche. Die letztere lieferte 0,017 g BaSo., 
was 0,0L037 g Na,SO, entspricht. Von der Asche bestanden 
also 51.85% 9 aus NaSO,, wenn man auch hier den Schwefe! 
in dieser Form berechnet. 

In der zweiten Periode wurden nach siebenmaligem Ein- 
trocknen und Auflésen insgesammt 0,0435 g in Alkohol unlo-- 
lichen Riickstandes erhalten. Dieser Riickstand war nach dem 
Trocknen, wie in der vorigen Periode, tiefbraun. Das Ein- 
iischern lieferte 0,011 g Asche, aus der 0,009 g BaSO, = 
0.00549 Na,SO, erhalten wurden. Der Gehalt der Asche an 
Na,SO, war also rund 50°/o (genauer 49,9°/0). 

Schon aus dem nun Mitgetheilten diirfte man wohl ohne 
\Weiteres den Schluss ziehen kOnnen, dass der Schwefelgehal! 
des in Alkohol unloslichen Riickstandes nicht von priiformirten 
Sulfaten herrithren kann. Viel niiher liegt die Annahme, dass 
es hier um die Zersetzung einer schwefelhaltigen Substanz. 
etwa einer Aetherschwefelsiiure, sich handele; eine solche An- 
nahme reicht jedoch nicht zur Erklirung aus. Ich habe niim- 
lich die Eisbiirengalle in derselben Weise wie friiher die Hai- 
fischgalle und die Menschengalle durch andauerndes Erhitzeu 
mit Salzsiiure auf Aetherschwefelsiure gepriift. Die Mengeu 
dev hierbei erhaltenen Schwefelsiéiure waren aber so_ klein, 
dass sie nicht genau bestimmt werden konnten. 

Durch die Gegenwart einer Aetherschwefelsiiure lassen 
sich also die obigen Beobachtungen jedenfalls nicht erkliren. 
Dagegen koénnte man vielleicht sich vorstellen, dass bei dem 
Kintrocknen eine Zersetzung einer Taurocholsiiure, unter Ab- 
spaltung von dem in Alkohol unl6slichen Taurin, stattgefunde 
hiitte, und dass der Schwefelgehalt des alkoholunlislichen Riick- 
standes in dieser Weise zu erkliren sei. Zur Priifung diese? 
Miglichkeit diente die dritte Periode desselben Versuches. 0 
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dieser Periode wurde 7 Mal eingetrocknet und in Alkohol 
wieder gelost. 

Das Gesammtgewicht der unl6dslichen Riickstiinde betrug 
diesmal 0,035 g. Die Riickstiinde wurden nicht eingeiischert, 
sondern ich léste sie in Wasser und fiillte (auf Grund anderer 
mittlerweile gemachten Beobachtungen) die Lésung mit Salz- 
<iiure. Hierbei erhielt ich einen lockeren, flockigen, dunkel- 
vefiirbten Niederschlag, der auf einem Filtrum gesammelt und 
mit salzsiiurehaltigem Wasser genau ausgewaschen wurde. 
Der Niederschlag war in Alkohol léslich. Dieser Niederschlag, 
der nach dem Auswaschen weder Taurin noch Schwefelsiiure 
enthalten konnte, liess sich nicht gut von dem Filtrum trennen. 
kr wurde deshalb in Alkohol gelOst; die alkoholische Lésung 
wurde filtrirt und eingetrocknet. Der Riickstand, mit reinem 
KOH und KNO, iiber der Spiritusflamme verbrannt, lieferte 
eine Schmelze, die eine schéne Schwefelsiiurereaction gab. 

Hierdurch scheint also der Beweis geliefert zu sein, dass 
der in Alkohol unldsliche Riickstand weder Sulfat, noch Taurin 
enthiilt. Dagegen enthielt er die in Wasser losliche Alkali- 
verbindung einer mit Siiure fiillbaren, schwefelhaltigen Substanz. 

Auf Grund anderer Beobachtungen, die ich im Laufe 
meiner Untersuchungen gemacht hatte, fand ich es nothwendig, 
den alkoholunléslichen Riickstand auch auf einen Gehalt an 
Phosphor zu priifen. Zu dem Ende machte ich in der vierten 
Versuchsperiode noch drei abwechselnde Eintrocknungen und 
Auflosungen in Alkohol. Das Gesammtgewicht der Riickstiinde 
betrug 0,011 g. In diesem Riickstande konnte in der Schmelze 
sowohl Sehwefel als Phosphor leicht nachgewiesen werden. 
Da die nunmehr beim Eintrocknen erhaltenen Substanzmengen 
sehr klein waren, fand ich es nicht nothwendig, den Versuch 
fortzusetzen. 

In dem nun mitgetheilten Versuche waren urspriinglich 
50 ccm. alkoholischer Gallenl6sung mit 1,685 g festen Stoffen 
in Arbeit genommen worden. Die Gesammtmenge der ge- 
wonnenen, in Alkohol unloslichen Riickstaénde nach 24maligem 
Auflésen und Eintrocknen war 0,1775 g. Unter der Voraus- 
setzung, dass wiihrend des Versuches keine Verluste  statt- 


a 
++ 
: 
3 
ee 
: 
2 
| 
| 
4 
» 
ita 
| 


gefunden hiitten, wiirden also 10,5°/o der urspriinglich alkohol- 
loslichen Stoffe unloslich geworden sein. Da_ die zuletzt 
untersuchten Riickstiinde gleichzeitig Schwefel und Phosphor 
enthielten, musste es vorliiufig unentschieden bleiben, ob es 
hier um eine gleichzeitig schwefel- und phosphorhaltige Sub- 
stanz oder nur um ein Gemenge von einer schwefelhaltigen 
Substanz mit Lecithin sich handelte. 

Die nun erwiihnten Beobachtungen, denen zufolge die in 
Alkohol unléslichen Riickstiinde eine in Wasser lésliche Alkali- 
verbindung einer schwefelhaltigen, durch Salzsiiure fallbaren 
Substanz enthalten, forderten zu einer weiteren Priifung auf. 
Zu dem Ende versuchte ich, aus der obengenannten Haupt- 
menge der Galle, die ich schon zweimal im Wasserbade ein- 
getrocknet hatte, eine etwas gréssere Menge der Substanz zu 
gewinnen. Durch dreimaliges Eintrocknen und <Auflésen in 
Alkohol konnte ich auch eine anscheinend nicht unbedeutende 
Menge Rohsubstanz darstellen. Das Rohprodukt war aber fast 
ganz schwarz. Alle Versuche, dasselbe durch Thierkohle von 
dem Farbstoffe zu befreien, waren indessen erfolglos, denn 
es wurde hierbei die Hauptmenge der Substanz mit dem Farb- 
stoffe von den Kohlen zuriickgehalten. Auch andere Reinigungs- 
versuche waren ohne Erfolg, und ich musste also, nachderm 
ich durch vergebliche Reinigungsversuche die grdsste Menge 
der Substanz verloren hatte, die zuletzt erhaltene, noch briiun- 
lichgelb gefiarbte Loésung mit Salzsaure fiillen. Der mit salz- 
siiurehaltigem Wasser sorgfiiltig ausgewaschene Niederschlag 
wurde in Alkohol gelést, die Losung durch Filtration von 
einem schwarzgefiirbten, ungelosten Rest getrennt und ein- 
getrocknet. Die Substanz, die nach dem Eintrocknen wieder 
schwarzbraun gefiirbt war, wurde zu einer Schwefelbestimmung 


verwendet. 
O171 ¢ lieferten nach dem Schmelzen mit KOH und KNO, 0,022 ¢ 
BaSO, = 0,003024 g Schwefel = 1,78 °/o S.') 


Die Substanz enthielt also 1,78°/o Schwefel. Da sie aber 
1) Da es mir nicht midglich gewesen ist, absolut schwefelfreie 
Reagentien zu erhalten, habe ich iiberall die entsprechende Correction 
fiir die angewandten Reagentien gemacht. 
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allem Anscheine nach von veriindertem Gallenfarbstoff stark 
verunreinigt war, kann die Schwefelbestimmung nur zur Be- 
stiitigung der obigen Beobachtungen iiber das Vorkommen 
einer mit Salzsiiure fiillbaren, schwefelhaltigen Substanz dienen. 
Bei der Ausfiihrung dieser Bestimmung war mir das Vor- 
kommen von Phosphor in der fillbaren Substanz noch nicht 
hekannt, und aus dem Grunde wurde leider keine Phosphor- 
bestimmung ausgefiihrt. 

Die schwefelhaltige Substanz glaubte ich anfinglich als 
das Zerselzungsprodukt eines anderen schwefelhaltigen Stoffes 
betrachten zu konnen, finde dies aber nunmehr, wenigstens ftir 
die Hauptmasse derselben, weniger wahrscheinlich. Ich habe 
nimlich spiiter gefunden, dass man dieselbe Substanz auch in 
anderer Weise ohne wiederholtes AuflOsen und Eintrocknen 
gewinnen kann. Wenn man niimlich die filtrirte, vollig klare 
der alkoholl6slichen Stoffe in Alkohol von 96° mit 
erossen Mengen Alkohol verdiinnt, so triibt sich das Gemenge 
und es scheidet sich allmiihlich ein flockiger Niederschlag aus, 
der in ganz derselben Weise wie der durch Eintrocknen er- 
haltene Riickstand sich verhiilt. 

In dieser Weise habe ich auch aus der Hauptmasse der 
GallenlOsung, nach fiinfmaligem Eintrocknen, aus dem letzten 
Alkoholfiltrate durch Verdiinnung mit mehreren Litern Alkohol 
noch eine Menge der fraglichen Substanz gewinnen konnen. 
Sie war diesmal weniger gefiirbt, briiunlichgrau, lieferte aber 
zuletzt wiederum eine gelbbraun gefiirbte LoOsung, aus der sie 
wie oben mit Salzsiiure gefillt wurde. Die zuletzt erhaltene 
getrocknete, braune Substanz wurde zur Bestimmung sowohl 
des Schwefels wie des Phosphors nach dem Verbrennen mit 
KOH und KNO, verwendet. 

Da in diesem Falle dieselbe Substanzmenge zur Bestimmung der 
beiden Stoffe benutzt werden musste, verfuhr ich in folgender Weise. 
Nach dem Abfiltriren des Baryumsulfates wurde das iiberschiissige Baryum 
mut Schwefelsiure aus dem Filtrate entfernt. Das neue Filtrat wurde 
unter Zusatz von Schwefelsiure einige Male. zur Entfernung der Salz- 
siure, eingetrocknet und darauf die Phosphorsiure erst mit Molybdan- 
‘sung und dann zuletzt als Ammonmagnesiumphosphat gefallt. Die Sub- 
stanz wurde hier, wie immer fiir die Schwefel- und Phosphorbestim- 
miungen, nach meinem Verfahren mit Kalihydrat und Salpeter verbrannt. 
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0.280 Substanz lieferten 0.032 g BaSO, = 0.004398 Schwefel 
= 1,57 °/o S. 

Sie lieferten ferner 0,012 g Mg,P,0, = 0.00335 g Phosphor = 
119%. P. 

Die analysirte Substanz enthielt also 1,57° 0 S und 
1.19% P. Unter der Annahme, dass der Phosphor nicht der 
Substanz selbst angehort, sondern von einer Verunreinigung 
mit Lecithin herriihrt, wiirde also, wenn man den mittleren 
Giehalt der Lecithine an Phosphor zu 3,94°/o P berechnet, die 
analysirte Substanz etwa 10,789/o Lecithin enthalten haben. 

Da die zu der Analyse verwendete Substanz diesmal aus 
dem alkoholischen Filtrate der fiinfmal im Wasserbade ein- 
getrockneten Galle stammte, kann selbstverstiindlich die Méglich- 
keit nicht ausgeschlossen werden, dass es auch in diesem 
Falle um ein Zersetzungsprodukt sich handelte. Gegen eine 
solche Annahme spricht indessen, dass ich eine Substanz mit 
denselben Eigenschaften auch aus der zuletzt erhaltenen Eis- 
barengalle (von der Amdrupexpedition 1900) einfach durch 
starkes Verdiinnen der alkoholischen Lésung mit viel Alkohol 
habe darstellen kénnen. Diese Galle ist niimlich nie bei 
hoherer Temperatur als 45° C. verdunstet worden. 

Mit der aus dieser neuen Galle isolirten Substanz habe 
ich meine friiheren Beobachtungen kontrollirt und ein wenig 
vervollstiindigt.!) Dass ich auch diesmal die Substanz nicht 
rein erhielt, Kann ich nicht bezweifeln: in der letzten Zeit 
glaube ich aber die Substanz in grésserer Reinheit erhalten 
zu haben. Es ist mir niimlich gelungen, eine schwefel- und 
phosphorhaltige Substanz von den obengenannten Eigenschaften 
aus den in Alkoholiither l6slichen Stoffen der Eisbiirengalle 
darzustellen. 

Bei Verarbeitung der zuletzt erhaltenen Galle (von der 
Amdrupexpedition) habe ich, nach der Ausféllung der gallen- 
sauren Salze mit Aether aus der alkoholischen Loésung, dis 


1; Zu einer quantitativen Bestimmung von Schwefel ‘und Phosphor 
reichte die Substanz in diesem Falle nicht aus, denn es ging wiederum 
hei der Reimigung der grésste Theil verloren. Dagegen konnte der 
qualitative Nachweis der beiden Elemente leicht und sicher gefiihrt werden. 
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Alkoholatherfiltrat erst der freiwilligen Verdunstung bei Zimmer- 
temperatur tiberlassen und dann bei 4#O—45° C. eingetrocknet. 
Der in méglichst wenig absolutem Alkohol geléste Riickstand 
wurde durch Zusatz von tiberschiissigem Aceton wieder gefiillt 
und die acetonloslichen Stoffe durch Filtration entfernt. Der 
in Aceton unlosliche Riickstand wurde wieder in Alkohol gelist 
und die filtrirte L6sung mit viel Alkohol verdiinnt. Hierbei 
schied sich ein schwach gelblichweisser, flockiger Niederschlag 
aus, der abfiltrirt und mit Alkohol genau ausgewaschen wurde. 
Durch Auflo6sen in mdglichst wenig Wasser und neue Aus- 
fillung mit Alkohol wurde die Substanz gereinigt. Nach der 
Ausfiihrung einiger qualitativen Reactionen, durch welche die 
ldentitiit mit der friiher erhaltenen Substanz bewiesen wurde, 
waren im Ganzen nur 0,107 g Substanz zu der Schwefel- und 
Phosphorbestimmung (vergl. unten) tbrig. 

Die Eigenschaften der in dem Vorigen besprochenen un- 
bekannten Substanz sind folgende. 

Die Substanz kommt in der Galle als eine in Wasser 
klar lésliche Alkaliverbindung vor. Diese Alkaliverbindung ist 
lOslich in Alkohol, selbst in absolutem, kann aber durch Ver- 
diinnung der Lésung mit viel Alkohol zum Theil ausgefillt 
werden. Liisst man die Verbindung einige Zeit unter Alkohol 
uusgefiillt stehen, so sie sich nicht klar und bisweilen 
nicht wieder vollstaéndig in Wasser auf. Ebenso lost sie sich 
nach der Ausfiillung mit Alkohol nie vollstiindig wieder in 
<tarkem Alkohol auf. Nach dem Eintrocknen der alkoholischen 
Lisung bleibt, wie aus dem Obigen hervorgeht, jedesmal ein 
Theil als in Alkohol unloslich zuriick. Die concentrirte Losung 
der Alkaliverbindung in Wasser kann mit Alkohol  gefiillt 
werden; die <Ausfiillung ist aber sehr unvollstiindig und mit 
erossen Verlusten verkniipft. Die Losung in) Wasser wird 
ferner von einigen Metailsalzen, wie Kupfersulfat, neutralem 
bleiacetat und Zinkchlorid gefillt. Die Losung der Alkaliver- 
bindung in Alkohol wird nicht von Platinchlorid, wohl aber 
von Cadmiumchlorid gefiillt. Der Cadmiumniederschlag  ent- 
hilt sowohl Schwefel als Phosphor. 

Die freie Substanz erhilt man als einen amorphen 
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flockigen Niederschlag durch Fillen der wisserigen Losung 
der Alkaliverbindung mit einer Séure. Der durch Salzsiiure 
erzeugte Niederschlag ist kurze Zeit nach der Ausfallung 16s- 
lich in Wasser, aber schwer léslich in verdiinnter Salzsiiure. 
Liisst man den Niederschlag einige Zeit (etwa 24 Stunden, 
in der sauren Fliissigkeit verbleiben, so wird er schwer- 
loslicher und nur unvollstiindig l6slich in Wasser. Aehnliches 
gill auch von der Loéslichkeit der freien Substanz in Alkohol: 
bald nach dem Ausfiillen ist er leichtléslich, wird aber allmih- 
lich schwerldslicher und zum Theil in Alkohol, wenigstens in 
kaltem, unloslich. In Aether ist die Substanz immer schwer- 
loslicher als in Alkohol. In Chloroform oder Benzol ist. sie 
leicht und vollstiindig l6slich. 

Die Substanz reducirt Kupferoxyd in alkalischer Losung, 
Bei Verwendung von unreiner Substanz ist die Ausscheidung 
von Kupferoxydul geringfiigig und schwer zu beobachten, wiih- 
rend man in der Loésung die Gegenwart reichlichen 
Mengen Kupferoxydul leicht nachweisen kann. Bei Pritung 
der reinen Substanz findet dagegen eine schOne Ausscheidung 
von Kupferoxydul statt. Die Substanz gibt nicht die Petten- 
kofer sche Gallensiiurereaction. 

Die Analyse des zuletzt erhaltenen, gelblichweissen und 
reinsten Priiparates gab folgende Resultate: 

0.107 ¢ Substanz (bei 102° C. getrocknet) lieferten 0.011 g BasO, 


= 0,0015119 ¢ Schwefel = 1,41°.5 S. 
Bei der Phosphorbestimmung wurden erhalten 0.004 Mg,P,0- 
0.00117 Phosphor == 1.0440 P. 


Die Substanz enthielt also 1,41°%o0 S und 1,04 P. Der 
Gehalt an Phosphor legt die Vermuthung nahe, dass es hier 
entweder um eine mit Lecithin verunreinigte, schwetelhaltige 
Substanz oder um einen der Jecorin- oder Protagongruppe 
angehorigen Stolf sich handelt. 

In Anbetracht der Fiihigkeit des Lecithins, die LoOslich- 
keitsverhiiltnisse anderer Stoffe wesentlich verandern,! 
konnte man vielleicht sich vorstellen, dass die fragliche Sub- 
stanz ein alkohollésliches Gemenge von Lecithin und Alkali- 


Vergl H. J. Bing, Skand. Arch. f. Physiol., Bd. XT, 5. 166, 
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sulfat sei. Abgesehen von anderen Verhiiltnissen sprechen 
doch entschieden gegen eine solche Annahme: 1. der Schwefel- 
sehalt der mit Séure gefallten, genau ansgewaschenen freien 
Substanz und 2. der Schwefelgehalt der Cadmiumverbindung. 
Dass die Substanz ihren Schwefelgehalt nicht einer Beimengung 
yon Taurin zu verdanken hat, folgt ebenfalls aus dem Schwefel- 
sehalte der mit Siéure gefillten, ausgewaschenen Substanz, 
abgesehen davon, dass die zuletzt geiibte Darstellungsmethode 
die Zersetzung eines Taurocholates ausschliesst. Dass der 
schwefelgehalt endlich nicht durch Beimengung von taurochol- 
saurem Salz zu erkliiren sei, geht daraus hervor, dass die 
Alkaliverbindung durch Waschen mit Alkohol leicht frei von 
callensauren Salzen erhalten wird und dass sie die Petten- 
kofer-sche Reaction nicht gibt. Selbst eine verschwindend 
kleine, absichtliche Verunreinigung mit Gallensalz gibt) sich 
durch die Pettenkofer sche Reaction und durch den bitteren 
Geschmack deutlich kund. Die Mdéglichkeit, dass hier ein 
Gemenge von Lecithin mit einer unbekannten, reducirenden. 
schwefelhaltigen Substanz oder von Lecithin, Zucker und einem 
s-hwefelhaltigen Korper vorliegt, kann ich dagegen  selbst- 
verstandlich nicht zuriickweisen. 

Die HKeductionsfiihigkeit der Substanz wie ihr 
schwefel- und Phosphorgehalt lassen sich jedoch sehr gut mit 
der Annahme vereinbaren, dass der fragliche Stoff dem Jecorin 
oder den Protagonsubstanzen verwandt sei. Das Jecorin soll 
wlerdings nach Bing ein Lecithinzucker sein, was indessen 
nicht den von Drechsel gefundenen Schwefelgehalt desselben 
erklirt. Der Schwetfelgehalt der Gallensubstanz steht auch der 
Annahme von einer Verwandtschaft derselben zu den Prota- 
gonen nicht im Wege, denn es haben Kossel und Freytag?) 
'1 dem Protagon regelmissig einen Gehalt an Schwefel ge- 
‘inden. Unsere Kenntniss von dem Jecorin und den Prota- 
gonen ist tibrigens noch so mangelhaft, dass es schwierlg ist, 
einen Vergleich zwischen ihnen und anderen Substanzen zu 
machen, 


Zeitschr. f. physiol. Cheme, Bd. AXVIT, 451 
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Wegen Mangels an Material ist es mir bisher leider nich: 
moglich gewesen, die Frage nach der Natur des oben be- 
sprochenen, schwefelhaltigen Bestandtheiles der Galle des Eis- 
hiren zum Abschluss zu bringen. Ich bin aber der Ansich, 
dass die fragliche Substanz entweder dem Jecorin (bezw. den 
Protagonen) verwandt sei, oder aus einem Gemenge von Leci- 
thin mit einem unbekannten, schwefelhaltigen Stoffe bestehe. 

Das Wesentlichste ist jedenfalls, dass in der Eisbiiren- 
galle ausser den Gallensiiuren eine andere, schwefelhaltige 
Substanz vorkommt, und ich kann nicht umhin, auf die Wichtig- 
keit dieses Verhaltens hier die Aufmerksamkeit zu_lenken. 
Man hat bisher allgemein den Gehalt der verschiedenen Gallen 
an Glykochol- und Taurocholsiure aus dem Schwefelgehalte 
berechnet. Dass dies nicht richtig ist, habe ich schon durch 
meine Untersuchungen iiber die Haifischgalle gezeigt, indem 
niimlich diese, sehr schwefelreiche Galle tiberhaupt keine Tauro- 
cholsiiure, sondern nur Aetherschwefelsiiuren enthilt. Auch 
in der Menschengalle kénnen, wie ich gezeigt habe, Aether- 
schwefelsiiuren vorhanden sein. In der Rindergalle bin ich 
ebenfalls auf eine unbekannte, wie es scheint, schwefel- und 
phosphorhaltige Substanz gestossen, und es fordert dies dringend 
zu einer mehr eingehenden Priifung der schwefelhaltigen un 
gewiss auch der phosphorhaltigen Bestandtheile der Galle aul. 

Ich gehe nun zu einem anderen, auffallenden Verhalten 
der Eisbiirengalle, niimlich zu dem relativen Mengenverhiit- 
nisse der durch Aether fiillbaren und nicht fiillbaren Stoffe ter. 

Zur Bestimmung der durch Aether fillbaren gallensauren 
Salze und Seifen dienten die oben (S. 439) genannten Filtrate 
a und b von dem alkoholunléslichen Riickstande. Jedes Filtra! 
wurde gesondert bis auf ein kleines Volumen concentrirt uni 
mit tiberschiissigem Aether gefallt. Der Niederschlag, welche 
bei raschem Zusatz des Aethers, unter Umschwenken, [ein- 


kérnig und nicht harzig erhalten werden kann, wurde au! 
einem Filtrum gesammelt und mit Aether gewaschen. Darau' 


wurde er in absolutem Alkohol gelést, das Filtrum mit Alkoho! 
vollstiindig ausgekocht, der filtrirte alkoholische Auszug mi! 
der Lésung vereinigt, in einem Kolben eingetrocknet, wieder! 
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iy Alkohol gelost, mit Aether gefiillt und damit auf dem Fil- 
‘rum ausgewaschen (gallensaure Alkalien 1). Sammtliche al- 
kohol-iitherhaltige Filtrate wurden vereinigt, durch Stehen an 
der Luft in einer hinreichend grossen Porcellanschale von dem 
Aether moéglichst befreit, dann auf dem Wasserbade vorsichtig 
concentrirt, in emen Glaskolben iibergefiihrt und zur Trockne 
verdunstet. Der Rtickstand, in mdéglichst wenig absolutem 
Alkohol gelést, wurde mit Aether versetzt: aber selbst nach 
Zusatz von 20 Volumina absolutem Aether trat nur eine 
unbedeutende Fiillung auf (gallensaure Alkalien 2), die abfiltrirt 
und nach dem Nachwaschen mit Aether in Alkohol geldst 
wurde. Diese Lésung wurde mit der alkoholischen Loésung 
der gallensauren Alkalien 1 vereinigt, und diese neue Loésung 
sammt dem zum Auskochen der Filter benutzten Alkohol con- 
centrirt, in eine Platinschale ohne Verluste tibergefiihrt und 
sehr vorsichtig im Wasserbade eingetrocknet. Nach weiterem 
Trocknen im Exsiccator zu constantem Gewicht, was ohne 
Schwierigkeit gelang, wurde gewogen. 

Die iitheralkoholische L6sung wurde, wie oben, von dem 
Aether befreit, nach dem Verdunsten des Aethers sehr vor- 
sichtig im Wasserbade concentrirt, dann in eine Platinschale 
libergefiihrt, im Wasserbade zur Trockne gebracht, im Ex- 
siccator zu constantem Gewicht getrocknet!) und gewogen 
‘alkohol-atherlésliche Stoffe). 

Bei der Verarbeitung der Probe b ging leider bei der 
Verdunstung der L6sung der alkohol-iitherléslichen Stoffe durch 
einen Unfall ein Theil der Lésung verloren. In dieser Probe 
ind also nur die gallensauren Alkalien direkt bestimmt worden, 
nd die Menge der alkohol-iitherléslichen Stoffe wurde als 
Differenz zwischen der Gesammtmenge der in Arbeit genom- 
menen alkoholléslichen Stoffe und der gallensauren Alkalien 
und Seifen) berechnet. Jn der Probe a dagegen wurden so- 
wohl die alkohol-iitherléslichen Stoffe wie die gallensauren Alka- 
lien direkt bestimmt. Die Versuchsergebnisse waren folgende : 


1) Das Trocknen war sehr schwer ausfiihrbar. Die Substanz musste 
wiederholt abwechselnd auf dem Wasserbade getrocknet und im Ex- 
siccator tiber Chlorcalcium und Schwefelsiiure aufbewahrt werden. 
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a) Gesammtmenge der alkoholléslichen Stoffe 2,435 ¢ 


| 


Mit Aether fallbar (gallens. Alkal. und Seifen) = 13908 . 

» > nicht fallbare Stoffe == 2,193 . 

b) Gesammtmenge der alkoholléslichen Stoffe = 1,6235 » 
Mit Aether fallbar (gallens. Alkal. und Seifen) = 0,854 » 


> > nicht faillbar (Differenz berechnet) = 0,7695 » 
Ks waren also in Procent von den festen Stoffen 
Durch Aether fiillbar Durch Aether nicht fallbap 
a) 53,12°/o 46,28 
b) 52,60°%/o 47,40) 


Ich habe einen iihnlichen Versuch mit der im vorigen 
Jahre (durch die Amdrupexpedition) erhaltenen Eisbiirengalle 
ausgefiihrt. Das Versuchsergebniss war folgendes: 


Gesammtmenge der alkoholléslichen Stoffe 0,614 ¢ 
Mit Aether fiillbar (gallens. Alkal. und Seifen) 0,440. » 
> > nicht fallbar O174 » 


In diesem Falle waren also 71,63°/o durch Aether fill- 
bar und 28,37°/0 nicht fallbar. Es zeigt dies also, dass das 
relative Magenverhiltniss der durch Aether fillbaren und nicht 
fallbaren Stoffe in der Eisbiirengalle, wie in den Gallen andere 
Thiere, recht bedeutend wechseln kann. Auffallend ist es jedoch. 
dass in den Versuchen a und b die Menge der nicht fiillbaren 
Stoffe so gross war. Die zu diesen Versuchen benutzte Galle 
war niimlich die Mischgalle von einer grosseren Anzahl von 
Individuen, und diese Zahlen kénnen daher als ein Ausdruck 
fiir die mittlere Zusammensetzung der Eisbirengalle betrachtet 
werden. Unter solchen Umstiinden muss ich es als etwas recht 
Auffallendes bezeichnen, dass die Menge der durch Aether fiill- 
baren gallensauren Alkalien (und Seifen) nur ein wenig melir 
als die Hiilfte der alkoholl6slichen Stoffe betrug. 

Vergleicht man hiermit die Analysen von Gallen andere: 
Thiere, so findet man, dass das relative Mengenverhiiltniss dev 
gallensauren Alkalien und der alkoholiitherléslichen Stofie. 
insofern als man diese Relation aus den Analysen berechnet 
kann,') ein sehr wechselndes ist, aber nur selten demjenige! 


1) Die Berechnung ist nur eine ungefiihre, denn in mehreren Ana- 
lysen lisst sich die Relation nicht exact berechnen. 


| 
AH 
: 
: 
de 
q 
| Gi 
1d 
au 
| 
fi 
= 
d 
fit 
: 
) 
ge 
1 
( 
4 ZW 
OS 
ls 
| 
nl 
IC 
Mi 
) 
( 
A 


der Eisbirengalle sich nihert. So finde ich z. B. fiir die 
Hundegalle in den Analysen Hoppe-Seyler’s') in einem Falle 
71.6°,0 durch Aether fallbare und 28,4°/o nicht fillbare Stoffe, 
in einem anderen dagegen bezw. 91,7 und 8,3°/o. In der 
Galle des Moschusochsen fand ich in der einzigen, bisher 
ausgefiihrten Analyse atherfiillbare und 6,88°/o nicht 
(ulbare Stoffe. Fiir die Menschengalle lassen sich sehr wechselnde 
Zahlen berechnen. In den Analysen von v. Gorup-Besanez?) 
findet man fiir die Blasengallen 64,6—69,5°/o fiillbare und 
30,5—3),4°/o durch Aether nicht fillbare Stoffe. Die von 
Q. Jacobsen*) untersuchte Menschengalle enthielt 94,2 °/o 
‘iitherfiillbare Substanzen, und in den von mir‘) untersuchten 
Lebergallen war die Menge derselben 80—92°/o. In der letzten 
Zeit habe ich Gelegenheit gehabt, die Blasengalle eines Hin- 
serichteten zu untersuchen, in der ich 56,44°/o iitherfillbare 
und 43,56°'o in Alkoholither lésliche Stoffe fand. Dies ist 
der einzige mir bekannte Fall, in welchem die Relation 
zwischen fiallbaren und nicht fillbaren Stoffen fast dieselbe 
wie in der Eisbirengalle war. 

Es kann also unter Umstiinden auch in der Menschen- 
calle fast die Hilfte der alkoholléslichen Stoffe in Alkoholiither 
loslich sein, ein Verhalten, welches in Anbetracht der an die 
Lisbarengalle gemachten, spiiter zu erwiihnenden Beobachtungen 
<chr zu weiteren Untersuchungen auffordert. Die durch Aether 
nicht fiillbaren Stoffe der Eisbiirengalle stellten nach dem Ein- 
trocknen und liingerem Stehen iiber Schwefelsiure im Exsiccator 
cine harzihnliche, spréde Masse dar, die indessen an der Luft 
bald wieder weich, etwas klebrig und zihe wurde. Diese 
Masse léste sich leicht und vollstiindig in Alkohol, Aether, 
Chloroform und Benzol auf, und allem Anscheine nach kénnte 
‘ie also keine gallensauren Salze enthalten. Dass diese 
Voraussetzung trotzdem eine unrichtige war und dass unter 
den in Aether oder Chloroform léslichen Stoffen gallensaure 


1) Physiologische Chemie, Theil 2, S. 302. 

*) Lehrbuch d. physiol. Chem., 4. Aufl., S. 519. 

3) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 6. 

4) Hammarsten, Nova Acta Reg. Soc. Scient. Upsal (3), Tome 16. 
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Alkalien wirklich sich vorfinden, wird aus den spiter mitzu- 
theilenden Beobachtungen hervorgehen. 

Bei der Verarbeitung von etwas grosseren Mengen de; 
alkoholitherl6slichen Stoffe war es, selbst nach fast einjiihrigen, 
Stehen der Masse im Exsiccator, unmdéglich, durch Anwendung 
von alkohol- und wasserfreiem Aether dieselbe in einen iither- 
loslichen und iitherunl6slichen Theil zu trennen. Bei Ver- 
wendung von kleineren Mengen Substanz gelang dies dagegen: 
ich konnte unter diesen Verhiiltnissen einen absoluten 
Aether loslichen Theil von einem in Aether unldslichen Reste, 
welcher gallensaure Salze enthielt, trennen. Um eine Keuni- 
niss von dem Schwetelgehalte siimmtlicher gallensaurer Salz: 
zi gewinnen, entfernte ich also, in der oben 5. 452 erwahntev 
Probe a aus den in Alkoholither léslichen Stoffen den iy 
absolutem Aether léslichen Theil und vereinigte iither- 
unlOslichen Rest mit den durch Aetherzusatz ausgefiillter 
giullensauren Alkalien aus dieser Probe zur Untersuchung. 
, Der Schwefel wurde wie gewdhnlich nach meinem Verfahre: 
bestimmt. Die Untersuchung auf Aetherschwefelsiure geschah nach de: 
von mir bei der Untersuchung der Haifischgalle benutzten Methods 
Die Stickstoffbestimmungen wurden nach Kjeldahl-Willfahrt = aus- 
gefiihrt. Die gallensauren Salze waren bis 105° C. getrocknet worden 

a) 0,627 g lieferten 0,171 BaSO, = 0,0235 g Schwefel = 3,748". > 

OR625 zur Bestimmung der Aetherschwefelsdéuren lieferten 
keine genaue bestimmbare Menge Baryumsulfat. 

c) 03445 ¢ zur Stickstoffbestimmung erforderten 6,5 ccm. nl! 
Schwefelsiure == 2,65 °/o N. 

d) 0,309 g zur Stickstoffbestimmung erforderten 6.1 nl! 
Schwefelsiure = 2,75°o N. 

Als Mittel fiir den Stickstoff berechnet sich also 2,7°. N. 

Es wurden also gefunden 3,75°/o Schwefel und 2,70" 
Stickstolf. Das Gemenge von gallensauren Salzen war also 
unerwartet arm an Schwefel in Anbetracht dessen, dass e- 
hier um die Galle eines Fleischfressers sich handelte. Dass 
der niedrige Schwefelgehalt nicht daher riihren kann, dass dic 
gallensauren Alkalien mit einer reichlicheren Menge von Seiten 
oder stickstofffreier Substanz tiberhaupt gemengt waren, gel!’ 
wus der Relation zwischen Schwefel und Stickstoff heryor. 
Das gewohnliche Natriumtaurocholat enthilt 5,96°/o S und 
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271°) N und die Relation S:N ist also gleich 100:46. In 


dem analysirten Gemenge war aber die Relation N:5 = 100 : 72. 
Das Taurocholat (selbst wenn es um andere Taurocholate als 
die gewOhnlichen sich handeln wiirde, was in der That zum 
Theil der Fall ist) musste also allem Anscheine nach mit einer 
anderen, schwefelfreien, aber stickstoffhaltigen Substanz gemengt 
-ein. Als solche Substanz musste in erster Linie das Glyco- 
cholat in Betracht kommen. In der That stimmen auch die 
erhaltenen Zahlen sehr gut zu einem Gemenge von 63 Theilen 
Taurocholat und 37 Theilen Glycocholat — vorausgesetzt, 
dass die Eisbirengalle nur die gewoOhnliche Cholalsaure ent- 
hielte. Dies trifit nun allerdings, wie oben angedeutet, nicht zu, 
indem niémlich die Eisbiirengalle, wie ich in dem zweiten Ab- Ne = 
schnitte dieses Aufsatzes zeigen werde, mehrere verschiedene 
Cholalsiiuren enthilt. die obige, ungefiihre Berechnung 
diirfte dies indessen von keinem wesentlichen Belange sein. 
Geht man also von der Zusammensetzung der gewohnlichen, 
gepaarten Gallensiiuren, und folglich von dem Werthe 2,88°/o N 
fiir das Natriumglycocholat, aus, so findet man bei einem Ver- ; 
sleiche der fiir ein solches Gemenge berechneten Zahlen mit 
den thatsiichlich gefundenen Folgendes: : 


Berechnet Gefunden 
schwefel 3,75 3.75 °/o 


Stickstoff 2,78 9/5 2.70 %!0. 


Die Uebereinstimmung kann kaum eine bessere sein, und 
ich glaubte in der That auch zuerst, ein Gemenge von Tauro- 
cholat und Glycocholat vor mir zu haben. Diese Annahme 
erwies sich indessen als unrichtig; und das Folgende wird 
zeigen, zu welchen falschen Schliissen man kommen kann, 
wenn man den Gehalt der gallensauren Alkalien einer Galle 
itn Taurocholat und Glycocholat aus dem Schwefel- und Stick- 
stoligehalte zu berechnen versucht. 

Die Annahme, dass es hier um ein Gemenge von Tauro- 
cholat und Glycocholat sich handelte, suchte ich durch eine 
besondere Untersuchung auf Glycocoll des Niiheren zu_ priifen. 
Diese Priifung gab aber nur negative Resultate; ich konnte 
gar kein Glycocoll nachweisen. 
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Der Nachweis dieses Stoffes wurde im Zusammenhange 
mit der Verarbeitung der Galle auf Cholalsiiure versuchs, 
und zu dem Ende wurde das, von den mit Salzsiéure aus- 
gefallten Rohcholalsiuren getrennte Filtrat, welches Taurin und 
vorhandenes Glycocoll enthalten musste, zur Trockne 
verdunstet. Zur Trennung des Taurins und Glycocolls verfubhr 
ich aber nicht in der von einigen Forschern’) vorgeschriebeney 
Weise, welche darin besteht, dass man eingetrockneten 
Riickstand, in welchem man Taurin und salzsaures Glycoco! 
zu suchen hat, mit Alkohol behandelt. Das salzsaure Glycocol), 
welches mehreren Angaben?) zufolge in Alkohol leicht l6slich 
sein soll, ist nach meiner Erfahrung schwer ldéslich in Alkohol, 
und man liuft also die Gefahr, dass dasselbe bei der Alkohol- 
behandlung des Riickstandes zum grodssten Theil neben dem 
Taurin ungelést zuriickbleibt. Dagegen kann man sehr leich! 
mit Alkohol das Taurin von dem salzsauren Glycocoll trennen, 
wenn man das Gemenge in Salzsiiure von 5°/o HCI lost und 
mit dem 10fachen Volumen Alkohol von 95 Vol. Proc. versetzt. 
Ks scheidet sich hierbei die Hauptmasse des Taurins, zwischei 
&) und 90°/o desselben aus, selbst wenn man von einer ver- 
diinnten Taurinlésung ausgeht, wiihrend eine 7—-9°/oige Losung 
von Glycocoll in 5°/oiger Salzsiiure von dem 10fachen Volumen 
Alkohol selbst nach mehreren Tagen nicht im_ geringsten 
gefallt wird. L6st man das ausgefiillte Taurin noch einmal in 
Salzsiiure und fiillt mit Alkohol, so kann man jedenfalls ganz 
sicher sein, alles Glycocoll in dem alkoholischen Filtrate zu haben. 

Nach dem Entfernen der Hauptmasse des Taurins ver- 


1) Hoppe-Seyler, Physiologisch. und patholog. chem. Analyse, 
6. Aufl, S. 136. R. Neumeister, Lehrbuch d. physiol. Chemie, 2. Aufl. 
S. 209. Hammarsten, Lehrbuch der physiol. Chemie, 4. Aufl., 5. 254. 
Die in diesen Lehrbiichern angegebene Methode ist nicht zu empfehlen. 

2) Die Angaben iiber die Léslichkeit des salzsauren Glycocolls in 
Alkohol divergiren etwas. Nach den 3 obengenannten Verfassern ist die 
Verbindung leicht léslich in Alkohol; nach Gamgee, Die physiol. Chemie 
der Verdauung (von Asher und Beyer), ist sie darin wenig léslich, und 
dieselbe Angabe findet man bei Beilstein, Handb. d. org. Chemie, 2. Aull. 
Hiermit stimmen meine neueren Erfahrungen. Das von mir benutzt: 
Glycocoll stammte von E. Merck her. 
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dunstete ich die alkoholischen Filtrate zur Trockne, léste in 
Wasser, entfernte unlésliche amorphe braune Stoffe durch 
Filtration und verwendete das Filtrat zur Benzoylirung und 
zum Nachweis der Hippursiiure nach Gonnermann.!) — Ich er- 
hielt keine Spur von Hippursiiure und iiberhaupt keinen in 
Benzol schwerloslichen Riickstand. Ich erhielt nur in Benzol 
ljsliche Benzoesaure. Zu diesen Untersuchungen wurden benutzt 
das eine Mal etwa 50g eingetrocknete Rohgalle, entsprechend 
etwa 26g gallensauren Salzen und das andere Mal 20 ¢ luft- 
trockene gallensaure Salze. 

Ich werde unten noch einen anderen Beweis dafiir liefern, 
dass die untersuchte Eisbirengalle keine Glycocholsiéiure ent- 
hielt; und die gefundene Relation zwischen Schwefel und 
Stickstoff konnte also jedenfalls nicht durch die Annahme eines 
(iemenges von Glycochol- und Taurocholsiiure erklirt werden. 

Wie diese Relation zu erkliiren sei, blieb mir lange un- 
klar, und es hat keinen Sinn, die zahlreichen fruchtlosen Ver- 
suche, durch fractionirte Fallung die Frage zu lésen, hier mit- 
ziutheilen. Ich gehe deshalb sogleich zu den mehr entscheidenden 
Versuchen tiber. 

Bei der qualitativen Untersuchung der Galle hatte ich 
die Beobachtung gemacht, dass eine ziemlich concentrirte 
wkoholische Lésung der Eisbiérengalle bei passendem Zusatz 
von Wasser sich triibte und etwas emulsionsiihnlich wurde. 
ch habe dieses etwas befremdende Verhalten nach verschie- 
denen Richtungen verfolgt und ich fand es dabei aus mehreren 
(iriinden immer mehr wahrscheinlich, dass die Eisbérengalle 
reich an Lecithin oder einer lecithinéihnlichen Substanz_ sei. 
Ich fand es aus diesem Grunde nothwendig, bestimmungen 
‘es Phosphorgehaltes zu machen. 

Da mir nunmehr nur recht kleine Mengen an Eisbarengalle, 
(lie nicht schon fiir andere Zwecke in Arbeit genommen 
waren, zur Verfiigung standen, war ich einige Male genothigt, 
die Bestimmung des Schwefels und des Phosphors in derselben 
Portion zu machen. Ich verfuhe hierbei, wie schon oben 
5. 445) angegeben worden ist. 


1) Pfliiger’s Archiv, Bd. 59. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXII. 30 
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Ich theile hier einige solche Bestimmungen mit. 
A. Die mit Aether gefallten gallensauren Salze. 
0.796 ¢ lieferten 0.2885 g BaSO, = 0,03965 g Schwefel 
4,99 S. 
Sie lieferten ferner 0.015 ¢ Mg,P,O, = 0,00419 g Phosphor 
0,526 P. 


B. Die in Alkoholather l6slichen Stoffe. 


U,688 leferten 0.106 g BaSO, == 0.01457 Schwefel 
2,42 
Sie lieferten ferner 0,045 g Mg,P,O, = 0.01256 ¢ Phosphor - 


1.53 o P. 
Die Analyse ergab also die folgenden Zahlen fiir S und P: 


Schwefel Phosphor 
Gallensaure Alkalien 4,99 0.526 » 
Alkoholiitherl6sliche Stoffe 2.12 1,53 %o. 


Der Gehalt an Phosphor ist also sehr hoch, namentlicti 
in den alkoholitherlOslichen Stoffen. Unter der, allerdings 
nicht berechtigten Annahme, dass aller Phosphor als Lecithin 
in der Galle enthalten sei, wiirden die obigen Zahlen fiir cin 
Gemenge der 3 Lecithine, welches Gemenge 3,94°/o Phosphor 
enthiilt, zu folgenden Ergebnissen fiihren. Die analysirten 
gallensauren Alkalien wiirden 0,104 ¢ und die in Aetheralkoho! 
lOslichen 0.319 Lecithin enthalten haben. Jene enthielten 
also 13,06 und diese 46,4°/o Lecithin. Berechnet man dic 
Lecithinmenge auf ein Gemenge der durch Aether faillbaren 
und nicht fiillbaren Stoffe, deren Relation in diesem Faille 
D3,16% und 46,84°/5 nicht dtherfallbare war, 
so wiirden also die alkoholl6slichen Bestandtheile dieser 
biirengalle eine Menge von 28,96°/o Lecithin enthalten haben. 

Zu einem Kontrollversuche verwandte ich eine andere 
Portion Kisbirengalle, die ich im Jahre 1898 erhalten hatte. 
Diese Galle war dreimal eingetrocknet und in Alkohol gels! 
worden. Die iitherfillbaren und die durch Aether nicht fill- 
baren Stotfe wurden nicht gesondert analysirt. Die Analyse 
betraf also das zu constantem Gewicht getrocknete Gemenge 
siimmtlicher, nach dreimaligem Eintrocknen und Auflésen 
Alkohol, noch in Alkohol léslichen Stoffe. 

a) lieferten 0.255 ¢ BaSO, = 0.03505 g Schwefe! 

3.93% S. 
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bh) 1.070 ¢ lieferten 0,038 g Mg,P,0, = 0.010613 g Phosphor = 
0,9913 P. 
c) 0,582 g zur N-Bestimmung nach Kjeldahl-Willfarth er- 


forderten 9.88 ccm. n/,, Schwefelsiiure == 2,38 °/o N. 
d) g zur N-Bestimmung nach Kjeldahl-Willfarth er- 


forderten 9.73 ccm. Schwefelsiure —= 2,39°%o N, 
Mittel fiir den Stickstoff also 2,385 °%/o. 

Die alkoholléslichen Stoffe dieser Galle enthielten also 
3.93.0 S, 0,9915%o P und 2,385°%o Rechnet man auch 
hier den Phosphor als ein Gemenge der drei Lecithine um, 
so erhalt man fiir diese Galle die Zahl 23,5°'o Lecithin. 

Zu einer dritten Bestimmung verwendete ich endlich die 
im Jahre 1900 erhaltene Galle (von der Amdrupexpedition). 
In diesem Falle wurden ebenfalls nicht die gallensauren Salze 
und die durch Aether nicht fillbaren Stoffe gesondert analysirt. 
Ks wurden die alkoholléslichen Stoffe als Ganzes zu den Be- 
stimmungen verwendet. 

0.614 g lieferten 0,178 ¢ BaSO, = 0.02447 g Schwefel = 3.98 5. 

Sie lieferten ferner 0,020 ¢ Mg,P,O, 0.005586 ¢ Phosphor = 

Die alkoholléslichen Bestandtheile dieser Galle enthielten 
also 3,985 S und 0,91%o P. Nach den oben angefiihrten 
(Grriinden liisst sich also hier ein Gehalt von 23,1°/o Lecithin 
berechnen., 

Aus den nun mitgetheilten Analysen ergibt sich also als 
cine weitere auffallende Eigenschaft der Eisbiirengalle der grosse 
Gehalt derselben an organisch gebundenem Phosphor. 

In dem Obigen habe ich, einem allgemein befolgten Prin- 
cipe gemiiss, den Phosphor in Lecithin umgerechnet. Dies 
diirite allerdings kaum berechtigt sein; durch ein solches Ver- 
fahren wird aber ein Vergleich zwischen der Eisbiirengalle 
und anderen Gallen ermodgtichi, denn bisher hat man allgemein 
den Lecithingehalt aus dem Phosphorgehalte berechnet. Bei 
einem solchen Vergleiche habe ich gefunden, dass in den (ver- 
hiltnissmiissig wenigen) Fallen, in welchen eine Leeithin- 
bestimmung ausgefiihrt wurde, die Menge des Lecithins sowohl 
in der Menschen- wie in der Hundegalle im Allgemeinen nur 
wenige Procente 1—6—7°/» der alkohollbslichen Stoffe betriigt. 
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Nur in einer von Hoppe-Seyvler?!) ausgefiihrten Analyse der 
Hundegalle habe ich einen ziemlich hohen Werth fiir das Leci- 
thin gefunden, niimlich 12,75°/o. Man konnte also meinen, 
dass die Eisbirengalle beziigliich des Phosphorgehaltes eine 
Ausnahmestellung unter den Gallen einnimmt: auf Grund meiner 
neueren Erfahrungen an der Menschengalle finde ich jedoch 
eme solche Annahme etwas zu gewagt. 

Bei der fortgesetzten Untersuchung der oben S. 453  he- 
sprochenen Menschengalle fand ich namlich zu meinem 
staunen in ihr einen ebenso hohen Gehalt an Phosphor, wie 
in der Eisbiirengalle. Die alkoholléslichen Stoffe  enthielten 
nimlich einen Gehalt von 1,047°%/o P, was einem Gehalte von 
29,75°/o Lecithin entspricht. Die mit Aether geféllten gallen- 
sauren Alkalien enthielten 0,664°/o P, entsprechend 16,85 ° 
Lecithin, und die in Alkoholiither léslichen Stoffe 1,76° 9 P 
— 44,60 Lecithin. Diese Menschengalle zeigte auch in an- 
derer Hinsicht eine recht grosse Aehnlichkeit mit der Eisbiren- 
galle. Ich werde zu diesen Verhiltnissen zuriickkommen. 

Der grosse Gehalt der Eisbarengalle und einzelnen 
Killen auch der Menschengalle an Phosphor macht eine wei- 
tere Erforschung der phosphorhaltigen Gallenbestandtheile sehr 
erwiinscht. Dass Untersuchungen in dieser Richtung an einem 
so schwer zugiinglichen Materiale, wie Galle von Eisbiren oder 
von ganz gesunden Menschen, zu entscheidenden Resultaten 
fiihren wiirden, ist wohl kaum zu erwarten. Dagegen diirite 
allem Anscheine nach die Hundegalle ein hierzu geeignetes 
Material sein. ?) 

Wenn man annimmt, dass aller Phosphor in der Ei-- 
biirengalle als Lecithin vorhanden sei, so wird sowohl der, 
trotz der Abwesenheit von Glycocholsiiure, verhéltnissmissig 
niedrige Schwefelgehalt, wie der gefundene Stickstoffgehalt 

1) Physiol. Chemie, S. 302. | 

2) In diesem Zusammenhange will ich bemerken, dass ich aller- 
dings die schon begonnenen Untersuchungen iiber die Gallen der Polar- 
thiere weiter fortzufithren gedenke, dass ich aber die fortgesetzte Unter- 
suchung der schwefel- und phosphorhaltigen Gallenbestandtheile muir 


nicht vorbehalte. 
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erklirlich. In dem S$. 459 erwiihnten Falle, wo in derselben 
Galle sowohl der Schwefel- und der Phosphor-, wie der Stick- 
stoffgehalt bestimmt wurden, fand ich 3,93°/o S, 0.9913 ° P 
und 2,83°/o N. Wird der Gehalt an Phosphor als Lecithin 
umgerechnet, so erhiilt man 23,5°/) Lecithin. Der Gehalt der 
Gialle an gallensauren Alkalien liisst sich aus dem Schwefel- 
gehalte nicht genau berechnen, weil die Eisbirengalle ein Ge- 
menge von Taurocholsiiuren enthiilt, dessen Schwefelgehalt 
nicht genau bekannt ist. In dem bisher am reinsten erhaltenen 
Gemenge dieser Gallensalze habe ich aber 5,57°'o S, 0,1702° 0 P 
und 2,72°o0 N gefunden. Will man in diesem Falle den Phos- 
phor als von Lecithin herrithrend betrachten, so wiirden die 
Gallensalze mit 4,3°/0 Lecithin verunreinigt gewesen sein, und 
der Gehalt der gallensauren Salze an Schwefel wiirde also 
).82°o betragen. Geht man von dieser Zahl aus und nimmt 
man ein Gemenge von 68°/o gallensauren Alkalien, 23,5°/o 
Lecithin und 8,5°/o anderen Stoffen an, so liisst sich fiir ein 
solches Gemenge 3,93°/o S und 2,23°/o N, gegeniiber den ge- 
findenen 3,95°o und 2,38°/o0 berechnen. 

Hiermit will ich selbstverstiindlich nicht behauptet haben, 
dass in der Eisbiirengalle der Phosphor ausschliesslich als 
Lecithin enthalten sei, selbst wenn man die oben erwiilnte 
jecorinéihnliche Substanz als ein Gemenge von Lecithin mit 
einem schwefelhaltigen Stoffe betrachten wollte. Es gibt im 
Gegentheil einige Verhiiltnisse, welche mit der Annahme von 
Lecithin als dem einzigen, phosphorhaltigen Bestandtheile der 
Galle schwer zu vereinbaren sind und die ich bisher nicht 
habe klarlegen kjnnen. Meine Untersuchungen tiber die alkohol- 
iitherléslichen Stoffe der Eisbiirengalle sind noch nicht ab- 
geschlossen und ich beabsichtige, bei Besprechung dieser Stoffe 
in dem zweiten Abschnitte, auch Weiteres iiber die phosphor- 
haltigen Gallenbestandtheile mitzutheilen. 

Das Vorhandensein grésserer Mengen phosphorhaltiger 
Stotfe vielleicht hauptsichlich Lecithin -— erklairt meine 
bedenken gegen das Eindampfen der Eisbiirengalle und auch 
uuderer Gallen auf dem siedenden Wasserbade. erkliirt 
wuch, ausser dem niedrigen Schwefelgehalte und der Relation 
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zwischen Schwefel und Stickstoff, die unerwartet kleinen Mengen 
durch Aether fallbarer, gallensaurer Salze. 

Beztiglich dieser letzteren sind indessen die Verhiiltnisse 
ein wenig complicirt. Die in Alkohol und Aether léslichen, 
durch Acther nicht fiillbaren Stoffe stellen nach vorsichtigem 
Kintrocknen, erst auf dem Wasserbade und dann im Exsiccator, 
eine amorphe, briiunliche, spréde Masse dar, die indessen an 
der Luft sehr leicht wieder zithe und klebrig wird. Diese 
Masse lést sich leicht und vollstiindig in Aether oder Benzol, 
besonders leicht aber in Chloroform auf. In Aceton ist. sie 
nur zum Theil léslich. Infolge der Ldéslichkeit in Aether, 
Chloroform und Benzol hat man keine gallensauren Alkalien 
hier zu erwarten, aber trotzdem ist’ die Masse ziemlich reich 
an Schwefel. So fand ich z. B. in einem Falle 2.12% 0 
(vergl. S. 458) und in der zuletzt untersuchten Galle (aus 1900) 
konnte ich qualitativ reichliche Mengen Schwefel in den ather- 
loslichen Stoffen nachweisen. Hierzu kommt noch, dass die 
obengenannte Masse einen bitteren, galleniihnlichen Geschmack 
hat und die Pettenkofer sche Reaction gibt. Ich konnte mir 
dies nicht in einfacherer Weise erkliiren, als durch die An- 
nahme von gallensauren Salzen auch unter den in Chloroform 
und Benzol léslichen Stoffen. Man wiire sonst zu der Annahme 
einer besonderen schwefelhaltigen Substanz genodthigt, wofiir 
jedoch keine dringenden Griinde vorlagen. 

Ich ging also zu der Untersuchung der iitherléslichen 
Stoffe auf einen Gehalt an gallensauren Alkalien iiber, eine 
Aufgabe, die nach einigen verfehlten, vorliufigen Untersuch- 
ungen in der nachfolgenden Weise leicht gelang. 

Ich lOste die iitherléslichen Stoffe in Alkohol, vermischte 
mit dem doppelten Volumen Aether, und setzte dann das meli- 
fache Volumen Wasser hinzu. Es entsteht hierbei eime Emul- 
sion, die, wenn man nicht zu stark umschiittelt, allmiihlich 
in eine obere, iitherische, und eine untere, wiisserige Schicht 
sich theilt. Hierzu sind allerdings im Allgemeinen ein oder 
zwel Tage erforderlich und bisweilen trennen sich die beiden 
Schichten im Laufe von mehreren Tagen nicht gut. In solchen 
Fiillen kam ich gut zum Ziele durch Zusatz von einer Neutral- 
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calzldsung und ich wiihlte hierzu das Natriumsulfat, weil es 
<9 leicht durch Alkohol von den gallensauren Salzen getrennt 
werden kann. Nach dem Ablaufen der unteren, alkoholhaltigen 
\Vasserschicht wird die im Scheidetrichter zuriickgebliebene 
klare Aetherschicht mit Alkohol und etwas mehr Acther versetzt 
und mit Wasser von Neuem verdiinnt. In dieser Weise kann 
man die dtherléslichen Stoffe beliebig oft mit Wasser waschen. 

Die Waschwasser wurden gesondert je fiir sich ein- 
vetrocknet und der Riickstand mit Alkohol extrahirt. Simmt- 
liche Alkoholextracte wurden zuletzt vereinigt und untersucht. 
Schon aus dem Geschmacke der Waschwasser ging es deutlich 
hervor, dass sie gallensaure Alkalien enthielten. Namentlich 
galt dies von dem ersten und den zwei folgenden Wasch- 
wassern, Diese hatten den bittersiissen Geschmack der Eis- 
hiirengalle. Die folgenden 12 Waschwasser (es wurde im 
Ganzen 15 Mal gewaschen) hatten einen mehr bitteren, weniger 
-jissen Geschmack, der von einem anderen Taurocholat her- 
riihrt. Die letzten Waschwasser enthielten tibrigens  ver- 
schwindend kleine Mengen geléster Substanz. 

Aus den Alkoholextracten der eingetrockneten Wasch- 
wasser konnten nunmehr sehr leicht mit Aether die gallen- 
sauren Alkalien ausgefaillt werden. Nach zweimaligem Lésen 
in Alkohol und Ausfillen mit Aether wurden sie analysirt. 
Eine Portion wurde zum Nachweis von Taurin mit Salzsiiure 
gekocht. Das Taurin konnte sehr leicht in typischen Kry- 
~tallen gewonnen werden, die ausserdem auf einen Gehalt an 
Schwefel gepriift wurden. 

Die riickstiindigen Mengen der gallensauren Salze wurden 
zur Bestimmung des Schwefels und des Phosphors verwendet. 


a) 0.615 g lieferten 0.197 g BaSO, = 0.027077 ¢ Schwefel = 
4.40 S. 

bh, 1.049 ¢ heferten 0.052 ¢ 


Mg,P,O, = 0,01173 g Phosphor = 


Die gallensauren Alkalien enthielten also 4.40% 6 S und 
1.117%) P. Der Gehalt an Phosphor ist auffallend hoch, was 
wlso zeigt, dass bei dem Waschen mit Wasser auch phosphor- 
haltige Stoffe in das Waschwasser iibergegangen sind. Auch 
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hier gingen bei dem Ausfiallen der Gallensalze mit Aether 
phosphorhaltige Stoffe in den Niederschlag tiber. Es ist mip 
Ubrigens bisher in keinem einzigen Falle gelungen, die Gallen- 
salze vollstiindig frei von Phosphor zu erhalten. 

Bemerkenswerth ist es, dass die aus den Waschwasseri 
gewonnenen Salze der Gallensiiuren mit Aether leicht fiillbar 
waren, withrend sie aus dem Gemenge der iitherloslichen 
nicht mit Aether gefallt werden konnten. Es sind also in der 
Kisbiirengalle Stoffe vorhanden, welche die Ausfillung der 
Giallensalze mit Aether aus deren alkoholischen Lisung ver- 
hindern konnen. Hierdurch erwies sich die allgemein geiibte 
Methode zur quantitativen Bestimmung der gallensauren Alkalien 
als fiir die Eisbiirengalle ganz unbrauchbar, und ich fiirchte, 
dass Aehnliches wenigstens bisweilen auch fiir andere Gallen 
gilt. Ich gedenke hier zuniichst der in diesem Aufsatze wieder- 
holt erwihnten Menschengalle, die nur 56,44°/o durch Aether 
fillbare gallensaure Alkalien und 43,56°/o in Alkoholiither 
liche Stoffe enthielt. Bei der Analyse der iitherléslichen Stott: 
dieser Galle) fand ich in ihnen 0,5572°/o Schwefel. Dieser 
Schwefel muss entweder von nicht gefiilltem Taurocholat (in 
diesem Falle 9,35) der iitherléslichen) oder von irgend einer 
anderen schwefelhaltigen Substanz herriihren. Die Untersuchung 
hiertiber ist noch nicht abgeschlossen. 

Wiischt man die iitherléslichen Stoffe der Eisbirengalle 
wiederholt’ mit Wasser aus, so gehen, wie oben erwiihnt, neben 
den gallensauren Alkalien auch phosphorhaltige Stoffe in die 
Waschwasser iiber. Die Menge der letztgenannten Stoffe wird 
in diesem Falle, im Verhiiltniss zu den nicht besonders reich- 
lichen gallensauren Alkalien, ziemlich bedeutend. Anders ver- 
hilt es sich aber, wenn man die mit etwas Aether vermischit 
alkoholische LOsung siimmtlicher Gallenbestandtheile mit Wasser 
verdiinnt. In diesem Falle kann man die gallensauren Salze 
der Eisbirengalle verhiiltnissmiissig rein und arm an Phosphor 
erhalten, und hierauf habe ich eine Methode zur Untersuchung 
dieser Galle basirt. 

Die urspriingliche alkoholische Lésung der Rohgalle wird 
bet 40—4#5°" C, stark concentrirt und darauf mit Aether zur 
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peginnenden Fallung versetzt. Durch Zusatz von einer passen- 
den Menge Wasser und vorsichtiges Schiitteln kann man 
ziemlich leicht nach einigem Stehen zwei Fliissigkeitsschichten 
erhalten. Die obere Aetherschicht ist dunkel gefiirbt und ent- 
hilt ausser den Farbstoffen die in Alkoholiither lOslichen Stoffe. 
Die untere, fast ungefiirbte oder héchstens blassgelb gefiirbte 
alkoholhaltige, wiisserige Schicht enthiilt die gallensauren Alkalien 
neben anderen wasserloOslichen Stoffen. Die beiden Fliissig- 
keiten kOnnen in einem Scheidetrichter sehr leicht getrennt 
werden. Wichtig ist es aber, dass man die passende Relation 
zwischen Alkohol, Aether und Wasser findet, was nach einiger 
Uebung und vorausgegangenem Herumprobiren kleineren 
Proben ziemlich leicht gelingt. 

Die Aetherschicht wird erst durch freiwillige Verdunstung 
aun der Luft und dann bei ca. 40° von dem Aether betreit. 
Der Riickstand, in Alkohol gelOst, wird — zur Entfernung noch 
riickstiindiger gallensaurer Alkalien — wiederum mit Aether 
gemischt und durch Mischen mit Wasser gewaschen, eine 
Procedur, die nothigenfalls noch zum dritten Male wiederholt 
werden kann. 

Siimmtliche Waschwasser werden vereinigt und auf gallen- 
saure Alkalien verarbeitet. Nach dem Eintrocknen wird der 
Riickstand mit Alkohol extrahirt und die Lésung durch Fil- 
tration von den Salzen getrennt. Das Eintrocknen und Auf- 
ljsen in Alkohol wird eimige Male wiederholt, bis keine un- 
gelosten Salze zuriickbleiben, und darauf werden die gallen- 
sauren Alkalien mit Aether gefiillt. Sie sind in diesem F alle 
direkt frei von Gallenfarbstoffen. 

Bisher habe ich nur einmal Gelegenheit gehabt, diese 
Methode zu verwenden: sie gab aber sehr gute Resultate. 
Die gallensauren Alkalien konnten sehr leicht im Exsiceator 
zu constantem Gewicht getrocknet werden, und blieben 
wuch wihrend mehrstiindigen Erhitzens auf 105° C., ohne Ge- 
Wichtsverlust zu erleiden, ganz unveriindert. Die Analyse der- 
selben gab folgendes Resultat: 

a} 0,984 ¢ lieferten 0,399 g BaSO, = 0,054839 g Schwefel = 
5,57 °o sie lieferten ferner 0,006 Mg,P,0, — 0,001675 ¢ 
Phosphor == P. 
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b) 04455 g zur N-Bestimmung nach Kjeldahl-Willfarth er- 


g 
forderten 8.9 ccm. nj1o Schwefelsiure — 2.74% N. 

c) 0347 g zur N-Bestimmung nach Kjeldahl-Willfarth er- 
forderten 6.67 ccm. ni1o Schwefelsiure == 2.69°/o N, Mitte! 
fiir den Stickstoff also = 2.72 °/o. 


Die analysirten gallensauren Alkalien enthielten also 
5,57°/o S, 0,1702°/0 P und 2,72°/o N. Dieser Schwefelgehalt 
war der héchste von mir in verschiedenen Fractionen der 
Kisbiirengalle bisher beobachtete, und die Verunreinignng mit 
Phosphor war verhiiltnissmiissig sehr gering. Da gewohnliches 
Taurocholat 5,96°/o S enthiélt, geht aus dieser Analyse hervor, 
dass die analysirten gallensauren Alkalien wenigstens zum un- 
verhiiltnissmiissig gréssten Theile aus Taurocholat bestanden 
haben. Der Gehalt an Schwefel entspricht niimlich 95° 0 ge- 
woOhnlichem Taurocholat. Will man den Phosphor in Lecithin 
umrechnen, so wiirde die Menge des letzteren 4,3°/0 betragen, 
und es blieben also nur 2—3°/o fiir Seifen und andere Stoife 
iibrig. Eine solche Berechnung ist allerdings von geringem 
Werthe, da die Kisbiirengalle mehrere Taurocholate enthiilt, 
sie dirfte aber jedenfalls einen weiteren Beweis gegen das 
Vorkommen von Glycocholat, wenigstens in nennenswerthen 
Mengen, in der Eisbiirengalle liefern kOnnen. 

Bemerkenswerth ist die Verunreinigung mit phosphor- 
haltiger Substanz, eine Verunreinigung, die ich bisher in keiner 
Weise habe giinzlich vermeiden kénnen. Welcher Art dieser 
phosphorhaltige Stoff ist, kann ich nicht sicher sagen: ich 
glaube aber, dass es eher um die Jecorinsubstanz als um das 
Lecithin sich handelt. Es ist itibrigens wohl moéglich, dass 
die Galle mehrere phosphorhaltige Stoffe enthilt, und gerade 
die Erfahrungen an der Eisbiirengalle machen ein mehr ein- 
gehendes Studium der phosphor- und schwefelhaltigen Bestand- 
theile der Galle sehr erwiinscht. 

Die alkoholitherl6slichen Stoffe kann man zweckmiissig 
mit Aceton in zwei verschiedene Fractionen trennen. Ueber 
die bei Untersuchung dieser Fractionen gewonnenen Resultate, 
wie auch iiber die verschiedenen Cholalsiuren der Eisbiren- 
galle hoffe ich in dem zweiten Abschnitte berichten zu kénnen. 
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Ueber Proteinstoffe. Einwirkung des nascirenden Chlors 
auf Casein. 
Von 


J. Habermann und R. Ehrenfeld. 


Aus dem Laboratorium fiir allgemecine und analytische Chemie der k. k. technischen 
Hochschule in Briinn.) 


(Der Redaction zugegangen am 14. April 1901.) 


Es ist eine dem forensischen Chemiker geliiutige That- 
<ache, dass trotz der intensiven Einwirkung des nascirenden 
Chlors auf die Eiweisssubstanz, wie sie in Form von Leichen- 
theilen vorliegt, die Zerstérung derselben nur insofern eine 
weitergehende ist, als durch die Behandlung der Objecte 
inittelst Salzsaure und Kaliumchlorat auf dem erwiirmten Wasser- 
bade eine Fliissigkeit resultirt, welche durch Reste von Zell- 
-toff und Fett getriibt ist. Beim ruhigen Stehen dieser Fliissig- 
keit sondern sich die suspendirten Partikelchen theils an der 
Oberfliche, theils als Bodensatz ab, und es restirt eine vollig 
klare Fliissigkeit, welche theils durch Abhebern, theils durch 
Filtration gewonnen werden kann. Verdiinnt man diese ganz 
klare Fliissigkeit hinlinglich stark mit Wasser, so wird sie 
fast ausnahmslos durch Ausscheidung einer weissen, flockigen 
Masse neuerdings mehr oder weniger stark getriibt. Diese 
llockige Substanz liésst sich durch Filtration leicht absondern. 
Durch dieses Verhalten ist die bei der ZerstOrung von Leichen- 
theilen mittelst Salzsiiture und Kaliumchlorat angewandte Vor- 
=chrift begriindet: nach beendigter Zersetzung und noch vor 
der Filtration die Zersetzungsfliissigkeit mit destillirtem Wasser 
cutsprechend zu verdiinnen. Diese von dem einen von uns 
wiederholt beobachtete Thatsache gab den Anstoss zum Studium 
des Verhaltens der unveriinderten Eiweissstoffe, speciell des 
Caseins, gegeniiber der Einwirkung von Chlor, welches, durch 
Zusammenbringen von Saizsiiure und Kaliumchlorat erzeugt, 
in statu nascendi auf den Proteinkérper zur Einwirkung ge- 
angt. Dass das Studium dieser Reaction geniigendes Interesse 
darbietet, scheint uns schon in dem Umstande begriindet, dass 
die Einwirkung eines so kriiftigen Agens, wie das nascirende 
Chlor es ist, vielleicht Aufschluss iiber die oft und mit Be- 
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ziehung auf die mannigfaltigsten Reagentien behauptete leichte 
Verinderlichkeit des gesammten Eiweissmolekiils geben kann, 
und vielleicht auch tiber eine andere Anschauung zu orientiren 
vermag, die dahin geht, dass das Eiweissmolekiil im gewissen 
sinne aus einer leicht veriinderlichen Hille und einem ungleich: 
festeren Kerne besteht, welcher selbst der Einwirkung des 
nascirenden Chlors gegeniiber sich als widerstandsfihig erweist. 
Die Kinwirkung von Chlor und der anderen Halogene 
auf die Proteinstoffe war, wie bekannt, schon ziemlich hiiutig 
Gegenstand des Studiums. Mulder!) hatte das Chlor heran- 
gezogen bel seinen Bestrebungen: «das Atomgewicht des Pro- 
teins mit Gewissheit zu bestimmen», und in neuerer Zeit. ist 
die EKinwirkung der Halogene auf die Eiweissstoffe namentlich 
in der Absicht studirt worden, um durch Ermittelung der 
maximalen Aufnahmefiihigkeit des Eiweisscomplexes gegentiber 
den Halogenen einen einigermassen verliisslichen Massstal 
fiir die Grosse seines Molekulargewichtes zu gewinnen. ?) 
Dass sich die Tendenz der vorliegenden Arbeit nicht in 
dieser Richtung bewegt, geht schon aus den vorher gemachten 
semerkungen hervor, und es geniigt anzuftihren, dass unser 
Ziel zuniichst dahin gerichtet war, eines oder das andere 
jJener Zersetzungsprodukte kennen zu lernen, welche entstehen, 
wenn Kaliumehlorat und Salzsiiure unter Verhiiltnissen  ein- 
wirken, wie sie durch jene Vorschriften bedingt sind, die in 
den Lehrbiichern und Anleitungen der gerichtlichen Chemie zur 
Zerstorung der organischen Substanz als vorbereitende Operation 
bei der Priifung auf Metallgifte empfohlen werden. Dass diese 
Vorschriften nicht ohne weiteres und buchstiblich auf unsere 
Untersuchungen angewendet werden konnten, wird sofort ein- 
leuchten, wenn man die Verschiedenheit der Ausgangsmaterialien 
ins Auge fasst. In dem einen Falle, fiir welchen die Vor- 


1) Erdmann’s Journal f. prakt. Chemie, Bd. XX, Jahrg. 1849. 
2) Siehe unter anderen die Abhandlungen von Loew, Journ. |. 
prakt. Chemie {2} 31; Hopkins, Berl. Berichte, XXX, 5. 1860; Hop- 
kins und Pinkus, Berl. Berichte, XXXPir, S. 1311; Blum, Miinch. 
medic. Wochenschrift, 1896, Nr. 45; ferner Blum und Vaubel, Journ. 
f prakt. Chemie (2) 56, 57. 
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<chrift geschaffen wurde, sind die Ausgangsmaterialien Pro- 
dukte mit 70 und mehr Procent Wasser, wiihrend in unserem 
Falle das fast wasserfreie Casein das Ausgangsmaterial bildete. 
fs war daher erforderlich, durch eine Reihe von Vorversuchen 
jene Vorschriften fiir unseren Zweck zu adaptiren, und es 
scheint uns nicht itiberfliissig, einiges tiber diese Vorversuche 
mitzutheilen. Bei einem der ersten dieser Vorversuche wurde 
das mOglichst fein gepulverte Casein in einer Porzellanschale 
mit einer 8—10°/oigen Salzsiure iibergossen, eine entsprechende 
Menge von Kaliumchlorat hinzugefiigt, das Ganze zu einem 
vleichmissigen Brei durchgeriihrt und durch etwa 24 Stunden 
sich selbst tiberlassen, worauf die Schale auf dem Wasser- 
bade erwirmt und von Zeit zu Zeit Kaliumchlorat in kleinen 
Antheilen unter fleissigem Umriihren eingetragen wurde. Es 
velang nicht, auf diesem Wege eine vollstiindige Losung des 
Caseins zu erzielen. Es hinterblieb vielmehr in jedem Falle 
cin Riickstand von etwas grauer Farbe, dessen Menge selbst 
die Hiilfte des angewandten Caseins betragen konnte. Gestiitzt 
auf diese Erfahrungen, wurde das Ziel, zuniichst eine klare 
Losung des Proteinkérpers zu erhalten, dadurch zu erreichen 
gesucht, dass nicht das Casein selbst, sondern Magermilch zum 
Ausgangspunkte des Vorversuches gewiihlt wurde. Im Uebrigen 
wurde bei diesem zweiten Vorversuche so vorgegangen, dass 
ein Liter Magermilch mit einigen Grammen Kaliumchlorat ver- 
setzt und trockenes Chlorwasserstoffgas eingeleitet wurde. 
Nach vier bis fiinf Stunden war die geronnene Milch in eine 
klare, gelbe Loésung verwandelt und somit der Beweis er- 
bracht, dass das Casein unter der Einwirkung von Salzsiiure 
und Kaliumehlorat vollstindig in Losung gebracht werden 
kann. Unter sinngemiisser Beriicksichtigung der bei der Milch 
gemachten Erfahrungen wurde bei den nun folgenden Versuchen 
in der Weise verfahren, dass das Casein mit verdiinnter Kali- 
lauge von gewohnlicher Temperatur bis zur Loésung verrieben 
und nach dem Zusatze einer gesiittigten LOsung von Kalium- 
chlorat Chlorwasserstoffgas eingeleitet wurde. Das Chlor- 
wasserstoffgas wurde bei allen diesen Versuchen in einem 
dickwandigen Kolben, der zur Hilfte mit concentrirter Salz- 
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siiure gefiillt war, durch eintropfende, concentrirte Schwefel- 
siiure entwickelt, behufs Zuriickhaltung mitgerissener Schwete'!- 
siture durch einen leeren, vollig trockenen Rundkolben, und aus 
diesem in den Zersetzungskolben geleitet. Wie zu erwarter 
stand, wurde als erstes Stadium das Coaguliren der alkalischey 
Caseinlésung beobachtet. Mit der fortschreitenden, intensiven 
Chlorentwicklung wurde die coagulirte Masse bald von rothen 
und braungelben Flocken durchsetzt, worauf sich allmihlich 
ein gelber Kuchen bildete, der schliesslich vollsténdig in Losung 
ging. Das Ende der Zersetzung ist durch das Entstehen eine: 
gelben Losung gekennzeichnet, die Je nach den Concentrations- 
verhiiltnissen bei Anwendung grésserer Mengen von Kalium- 
chlorat von etwas krystallinisch ausgeschiedenem Chlorkaliun 
im geringen Maasse getriibt erscheint. Der ganze Process 
wurde bei Zimmertemperatur durchgefiihrt, indem der Zer- 
setzungskolben in ciner Schale stand, in welcher Kthlwassey 
stetig erneuert wurde. Ein zeitweises Durchriihren des am 
Beginne des Processes ausgeschiedenen Kuchens mit Hiilfe 
eines Glasstabes, sowie hiiufiges Umschwenken des Zersetzungs- 
gefiisses beschleunigen den Gang der Reaction, die in allen 
Killen in gleicher Weise und bei Anwendung von nicht mehr 
als 100 g¢ Casein auch vollig glatt vor sich ging, so dass sic 
etwa in 48 Stunden zu Ende geftihrt war. Schliesslich ge- 
langten wir dazu, stets nach folgender Regel zu verfahren: 
100 g Casein wurden in circa 700 com, einer etwa 5°/oigen Kali- 
lauge bet gewOhnlicher Temperatur gel6st, 50 ¢ Kaliumehlorai 
im feingepulverten Zustand hinzugeftigt, nach erfolgter Losung 
desselben mit dem Einleiten des Chlorwasserstoffgases be- 
eonnen und damit so lange fortgefahren, bis die vollstindige 
Losung erfolgt war, worauf neuerdings kleine Mengen vot 
Kaliumchlorat eingetragen wurden. Dieseletzten Mengen Kalium- 
chlorat bewirkten ein auffiillig starkes Schiiumen der Fliissig- 
keit. Die stark chlorhaltige, gelbgefiirbte Lésung, welche be! 
der gekennzeichneten Reaction resultirt, ist, wie schon vorhin 
angedeutet, durch geringe Mengen von krystallinisch abge- 
schiedenem Chlorkalium getriibt, welches sich beim  ruhigen 
Stehen vollstiindig zu Boden setzt. Die Fliissigkeit wurde von 
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dem aus Chlorkalium bestehenden Bodensatz abgegossen und 
mit Wasser verdiinnt, worauf sich sofort volumindser, 
flockiger, rein weisser Niederschlag absonderte, der leicht 
durch Filtration gewonnen werden konnte. Dieses Produkt 
bildete den Gegenstand unserer Untersuchungen. 

Der Korper lost sich im frischen Zustande, so lange er 
noch feucht ist, in Alkohol, namentlich beim Erwiirmen, unter 
Zusatz von etwas Salzsiure. Er lost sich beim Erwiirmen in 
Wasser, wobei er sich Anfangs zu einer harzartigen Masse 
zusammenballt, die sodann mit braunrother Farbe in Loésuny 
geht. Diese wiisserige Losung liefert beim Zusatz von Salz- 
siiure einen braunen, flockigen Niederschlag, wiihrend in der 
wkoholischen Lésung durch Wasserzusatz ein flockiger Korper 
auusgeschieden wird. Eine von Salzsiiure freie, alkoholische 
Losung scheidet auf Zusatz reichlicher Mengen an Aether ein 
velbes Oel ab, das im Vacuum zu einer braunen, gummi- 
aurtigen Masse eintrocknete, ohne krystallinische Structur an- 
zunehmen. Die Versuche, den Koérper mit Hiilfe anderer 
Losungsmittel, wie z. B. Kisessig etc., in krystallinischer Form 
zu erhalten, lieferten kein positives Resultat, ebenso blieben 
die Versuche zur Herstellung von krystallinischen Metallver- 
bindungen resultatlos. Der Korper sich grésster 
Leichtigkeit in Aetzlaugen und wiisserigem Ammoniak; aus 
diesen Losungen wird er durch Salzsiiure wieder flockig ge- 
‘allt. Zur Reinigung wurde der Korper in missig grossen 
Wassermengen gelOst, mit Salzsiiure gefiillt, filtrirt, neuerlich 
in Wasser gelist und so weiter. Alle Versuche, den Korper 
in krystallinischer Form zu gewinnen, und auch die zur Reini- 
gung des Kérpers angewandten Methoden liessen uns die un- 
ungenehme Thatsache erkennen, dass die Substanz beim Stehen 
an der Luft ziemlich rasch einer Veriinderung unterliegt, was 
sich dusserlich durch fortschreitende Braunfirbung zu erkennen 
gibt. Durch diese Veriinderung verliert der Korper sein Lés- 
lichkeitsvermogen in Wasser und in Alkohol bildet mit 
Wasser von gewodhnlicher Temperatur eine aufgequollene 
Masse. Ebenso erfolglos blieben die Versuche, mit Hilfe von 
Acetylchlorid, Benzoylchlorid, Alkohol und Chlorwasserstoff- 


siiure esterartige Derivate zu gewinnen. Bei der Einwirkung 
von Natriumamalgam auf die wiisserige Losung des Korpers 
konnten durch den Geruch und mittelst’ Eisenchlorid Spuren 
von Phenol nachgewiesen werden. Das Braunfiirben der Sub- 
stanz, das Verschwinden ihrer Léslichkeit in Wasser, die 
Quellbarkeit der veriinderten Substanz im Wasser. erinnern 
lebhaft an jene Vorgiinge, welche wir im Allgemeinen als 
Humificirung der organischen Substanz bezeichnen, ein Vor- 
gang, welchem ja bekanntlich auch die geformten Eiweiss- 
derivate unter entsprechenden Verhiiltnissen unterliegen. Diese 
Erwiigungen fiihrten uns zur Vorstellung, dass der Korper, 
welcher bel der Einwirkung yon nascirendem Chlor auf Casein 
entsteht und sich durch Wasser aus der salzsauren Losung 
abscheiden liisst, und umgekehrt durch Salzsiure aus der 
wiisserigen LOsung sich abscheiden liisst, dem urspriinglichen 
Proteinstoff noch ziemlich nahe steht. Bevor wir auf die Be- 
sprechung jener Versuche eingehen, welche dazu dienen sollten, 
den eben ausgesprochenen Gedanken experimentell zu priifen, 
wollen wir die Ergebnisse der Analyse des Korpers mittheilen, 

Die vollkommen aschenfreie Substanz wurde Anfangs in 
Vacuum iiber gebranntem Kalk von dem groéssten Theile ihrer 
Feuchtigkeit und der ihr von ihrer Darstellungsweise mechanisch 
anhaftenden Salzsiiure befreit und sodann bei 100° C. im 
Vacuum bis zur Gewichtsconstanz getrocknet. Sie stellt dann 
ein braungelbes, stark hygroskopisches Pulver iiussers! 
bitterem Geschmacke dar, das die Biuretreaction deutlich zeigt. 
Die Verbrennung dieses Pulvers im offenen Rohre mit  vor- 
gelegter Silberspirale, die volumetrische Bestimmung des Stick- 
stoffs nach Dumas, sowie die Chlorbestimmung nach Carius, 
ergaben die folgenden Resultate in vier verschiedenen Produkten. 
die separat dargestellt und gereinigt worden waren: 


I. 


0.2022 ¢ gaben 03194 ¢ CO, und 0,1072 H,O, entsprechend: 
43,07 C und 589° H. 

0.2048 g gaben 21,8 ccm. N bei 16° C. und 746 mm. Druck, ent- 
sprechend: 12,16°%o N, 

0,203 ¢ gaben 0,1096 AgCl, entsprechend: 13,54°o C1. 
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Il. 

0.2714 g gaben 0.428 ¢ CO, und 0.125 g H,O, entsprechend: 
42.92% CG und °/o H. 

0.201 g gaben 22,7 ccm. N bei 218° C. und 749.8 mm. Druck, 
entsprechend: 12,64° N. 

0.2028 ¢ gaben 0.1152 g AgCl, entsprechend: 14,04° 0 CL 

0.2318 g gaben 0.7342 CO, und O115 H,O, entsprechend: 
44.02 ° 5 C und 5,50 °/o H. 

0.2354 g gaben 25,4 ccm. N bei 13° C. 
entsprechend: 12,30 N. 

0.2112 ¢ gaben 21,8 ccm. N bei 19° C. und 737.5 mm. Druck, 
entsprechend: 12,31 °/o N. 

0.2196 g gaben 0,118 AgCl, entsprechend: 13,28°/0 Cl. 

IV. 

0.247 ¢ gaben 0.3934 ¢ CO, und 0,1214 ¢ H,O, entsprechend : 
43.43 CG und 3,46 °/o H. 

0.3006 g gaben 31,3 cem. N bei 18° C. und 747 mm. Druck, ent- 
sprechend: 12,50 °/o N. 

0.2006 gaben O,111 g AgCl, entsprechend: 13,68 ° C1. 

Die vorhergehende qualitative Analyse hatte der Erwartung 
gemiiss die vollige Abwesenheit des Schwefels ergeben. 

Mit Riicksicht auf die leichte Veriénderlichkeit der Substanz 
und die erheblichen Schwierigkeiten ihrer Reindarstellung ist 
die Uebereinstimmung der in der Tabelle enthaltenen Resul- 
tate eine geniigende, um mit Sicherheit auf die constante Zu- 
sammensetzung des Produktes und die Verlasslichkeit seiner 
Darstellungsmethode schliessen zu diirfen. Es ertibrigte somit 
nur noch, die Verwandtschaft des Reactionsproduktes von 
Casein und nascirendem Chlor mit den unveriinderten Eiweiss- 
-loffen im gewissen Sinne qualitativ nachzuweisen, zu welchem 
/wecke die Hlasiwetz-Habermann schen Zersetzungs- 
methoden der Proteinstoffe mittelst Salzsiure und Zinnchloriir*) 
ind mittelst Brom und Wasser,?) sowie die Zersetzung det 
Liweisssubstanz mittelst schmelzendem Aetzkali herangezogen 
wurden. Das fiir diesen Theil der Untersuchung verwendete 
’rodukt wurde in der Weise gewonnen, dass der aus der 


und 740.7 mm. Druck, 


1) Annal. d. Chemie u. Pharmacie, Bd. 169. 
2) Annal. d. Chemie u. Pharmacie, Bd. 15%. 
Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXII. 
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urspriinglichen Losung gefillte Niederschlag jedesmal in Lein- 
wand eingeschlagen, mittelst einer Schraubenpresse von der 
anhattenden Fliissigkeit befreit uud ohne weitere Reinigung 
verwendet wurde. Die Zersetzung mittelst Salzsiiure, unter 
Zusatz von Zinnchloriir, ergab nach der Entfernung des Zinns 
eine farblose Fliissigkeit, die beim Eindampfen am Wasserbade 
eine schon violette Farbe annahm, dhnlich jener Farbe, wie 
sie beim Uebergiessen des Caseins mit concentrirter Salzsiiure 
entsteht. Der Abdampfriickstand dieser Fltssigkei! 
erstarrte bald krystallinisch: seine weitere Verarbeitung, die 
sich genau an die vorgeschriebene Methode hielt, ergab eine 
grossere Menge von salzsaurer Glutaminsiure, die in den 
kannten, schOnen, schiefen Prismen aus der mit Salzsiiure ver- 
setzten, wiisserigen Losung herauskrystallisirte. Zur Constati- 
rung ihrer Identitiit geniigte die Bestimmung thres Chlorgehalte, 
welche nach der Carius’schen Methode ausgefiihrt wurde. 

0.3 9 gaben 0,2326 ¢@ AgCl, entsprechend 19,17°'o Cl. Die Forme!: 
CH NO,- HCI verlangt: 19,25°/0 C1. 

Da die Glutaminsiiure als das am meisten charakteristisclic 
Produkt angesehen werden kann, welches bei der Spaltung 
der Proteinstolfe mittelst Salzsiiure und Zinnchlorir entsteht, 
glaubten wir von dem Suchen nach den anderen Spaltungs- 
produkten dieser Reaction absehen zu konnen, ohne der Stirke 
unserer Beweisftihrung Abbruch zu thun. 

ser der Spaltung mittelst brom und Wasser musste es 
sich nur um den Nachweis der Bildung reichlicher Mengen yon 
Bromoform und Bromanil handeln. In den Champagnerflascheu, 
in denen die Zersetzung unter Druck vorgenommen worden 
war, lag in allen Fiillen das Bromanil, durch humodse Substauz 
verunreinigt, in Form harziger Massen am Boden, aus welchen 
durch Zerdriicken unter Alkohol die schénen goldgelben, gliin- 
zenden Bliittchen des Bromanils gewonnen werden konntcu. 
Sie zeigten alle jene Eigenschaften, wie sie vom Bromaui! 
thatsitchlich bekannt sind, demnach insbesondere das so tiberats 
charakteristische Verhalten gegeniiber verdiinnter Kalilauge. 
Die Zersetzungstliissigkeit, welche vom Bromanil durch Ab- 
giessen getrennt worden war, gab bei der Destillation eine 
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relativ grosse Menge an Bromoform, das nach dem Waschen 
mit verdtinnter Lauge durch seinen Geruch, seinen Siedepunkt 
und namentlich durch seine leichte Umwandlung in Tetrabrom- 
kohlenstoff als solches sichergestellt wurde. 

Die Schmelze mittelst Aetzkali endlich ergab die Bildung 
von verhaltnissmassig reichen Mengen an Phenol, das nach 
dem Ansduern der kalischen Lésung mit Schwefelsiiure und 
Ausschiitteln mittelst Aether, durch charakteristischen 
Geruch, sowie durch die bekannten Phenolreactionen mit aller 
Sicherheit) nachzuweisen war. Dass nach dem Auftreten 
relativ reichlicher Mengen an Phenol in der Kalischmelze die 
Nachweisung von Tyrosin nicht gelang, konnte aus leicht be- 
vrveiflichen Griinden nicht tiberraschen und bedarf keiner 
weiteren Erorterungen. 

Wir haben somit durch eine Einwirkung von 50g Kalium- 
chlorat mit Salzsiiture auf 100 g Casein, entsprechend einer 
Menge von 87 g Chlor, deren allmiihliche Entwickelung inner- 
hilb eines Zeitraumes von 48 Stunden sich vollzog, einen 
Korper erhalten, welcher bei der Spaltung mittelst Salzsiure 
und Zinnchloriir, mittelst Brom und Wasser, sowie bei der 
/ersetzung mittelst schmelzendem Aetzkali die gleichen Zer- 
-etzungsprodukte heferte wie die unveriinderten Eiweissstoffe, 
oder zu mindestens die nahestehenden Derivate dieser Zer- 
wie beispielsweise das Phenol.  Zieht man 
nun in Betracht, dass der Zersetzungsprocess, dem das Casein 
wuterworfen worden war, eine der energischsten und intensivsten 
fheactionen darstellt, dann ist wohl der Beweis erbracht, dass 
die Regel von der leichten Verinderbarkeit des Eiweissimole- 
killes und dem labilen Gleichgewichtszustande seiner Haupt- 
bestandtheile, wie sie zumeist noch in allen Lehr- und Hand- 
biichern betont wird, keine allgemeine Geltung besitzen kann. 

Nach allen Beobachtungen scheint das Albumin und auch 
undere Etweissstoffe ein dem Casein analoges Verhiiltniss bei 
der Einwirkung von nascirendem Chlor zu zeigen. Wir hoffen 
i der Lage zu sein, demniichst dariiber, sowie tiber andere 
Zersetzungsvorginge von Eiweissstoffen berichten zu koénnen. 


Die Ueberfiihrung des rechtsdrehenden Arginins in die optisch 
inactive Modification. 
Von 


Fr. Kutscher. 


(Aus dem physiologischen Institut in Marburg.) 


(Der Redaction zugegangen am 22. April 1901.) 


In meinen Versuchen?) tiber das «Antipepton Sie gfried- 
Balke» hatte ich aus der Phosphorwolframfiillung, die ich in 
der Losung des « Antipeptons» erzeugte, um zu dem «gereinigten 
Antipepton Siegfried-Balke» zu gelangen, die Hexonbaseu 
Histidin, Arginin, Lysin erhalten. Neben dem = gewohnlichen 
rechtsdrehenden, durch die Arbeiten von Schulze,?) Hedin’ 
und Kossel*) bekannt gewordenen Arginin vermochte ich 
damals ausserdem noch das salpetersaure Salz eines Arginins 
zu isoliren, das das polarisirte Licht nicht beeinflusste. 

Den gleichen Kérper habe ich spiter noch zweimal durc!i 
tryptische Verdauung von Fibrin nach einem vereinfachten 
Verfahren dargestellt. Ich setzte dazu 300 g frisches, gu! 
gewaschenes Fibrin mit 200 g fein gehacktem Pankreas unter 
2 Litern Chloroformwasser®) zur Verdauung an. Bereits nach 
4 Tagen zeigte die Verdauungsfliissigkeit nur mehr schwache 
Biuretreaction. Von den unverdauten Resten etc. wurde Jetz! 
filtrirt, das Filtrat méglichst genau mit Baryt ausgefallt, die 
abgeschiedene Fiillung abgesaugt und das neue Filtrat mil 
Salpetersiiure schwach angesiuert. Danach wurde demselbeu 
so lange 10° oige Silbernitratlésung zugefiigt, als ein Nieder- 


Diese Zeitschrift, Bd. XXVI, 8. 210 u. Bd. XXVIIL S. 88. 

2) Diese Zeitschrift. Bd. XXVI, 43. 

3) Diese Zeitschrift. Bd. XXI, 5. 155. 

4, Diese Zeitschrift, Bd. XXII. 5S. 176 u. Bd. XXV, S. 165. 

>) Siehe Salkowski. Deutsche medic. Wochenschrift. 1888, Nev. 1h 
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-chlag entstand. Dieser wurde durch Filtration entfernt. Dem 
Filtrat wurde nun weiter Silbernitratlésung zugefiigt, bis eine 
Probe desselben mit Barytwasser eine braune Fiillung gab. 
Darauf wurde das Ganze mit Barvt gesiittigt, der entstandene 
reichliche Niederschlag abgesaugt, vom Filter abgenommen, 
in verdtinnter Salpetersiiure gelist und nach Zugabe von etwas 
Silbernitrat das Histidinsilber durch vorsichtige Zufiigung von 
Barytwasser vom Argininsilber abgetrennt. Das Histidinsilber 
wurde abgesaugt, im Filtrat das Argininsilber durch Baryt zur 
Austiillung gebracht. Das Argininsilber wurde mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt, das frei gewordene Arginin nach Entfer- 
nung des Silbersulfids ete. mit Salpetersiiure neutralisirt. Bei 
langsamer Krystallisation schied sich nun zuerst das schwer- 
lOsliche salpetersaure Salz des inactiven Arginins in Form 
fester _Krusten an den Wandungen der Krystallisationsschaale 
ab. Durch Umkrystallisiren liess es sich leicht von den letzten 
Resten rechtsdrehenden Arginins befreien. 

Da ich das optisch inactive Arginin bei den Verdauungs- 
versuchen von Fibrin, wo ich darauf achtete, ohne Miihe zu 
isoliren vermochte, es dagegen niemals unter den Spaltungs- 
produkten, die bei der Selbstverdauung des Pankreas entstehen, 
nachweisen konnte, so muss zweifellos das Fibrin die Quelle 
fiir die Bildung des optisch inactiven Arginins abgeben. Die- 
selbe kann sich nun so vollziehen, dass das Fibrin links- 
drehendes Arginin bei seiner Spaltung durch Trypsin liefert, 
welches sich mit dem aus den EiweisskOrpern des Pankreas 
hervorgehenden rechtsdrehenden zum Racemkorper zusammen- 
legt, oder aber es kann schon als Racemkoérper aus dem 
Fibrin entstehen. Ueber diese Fragen miissen weitere Unter- 
suchungen entscheiden. Wie dem aber auch sei, jedenfalls 
himmt das Fibrin unter den bisher untersuchten Eiweiss- 
korpern eine besondere Stellung ein, da alle anderen Eiweiss- 
korper nur rechtsdrehendes Arginin geliefert haben. 

In meinen friiheren Mittheilungen hatte ich es noch 
offen gelassen, ob das aus dem «Antipepton Siegfried-Balke » 
isolirte optisch inactive Arginin nur die racemische Modifi- 
cation des Arginins sei. Inzwischen ist mir die Ueberfiihrung 
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des gewohnlichen rechtsdrehenden Arginins in den Racem- 
korper gelungen. 

dies zu erreichen, erhitzte ich zuerst gewOhnliches 
Arginin mit seinem fiinffachen Gewicht concentrirter Schwefe|- 
siiure bis zum beginnenden Sieden, entfernte die Schwefelsiiure 
durch Baryt, den tiberschiissigen Baryt durch Kohlensiiure, 
concentrirte und neutralisirte die erhaltene Fliissigkeit mi! 
Salpetersiiure. Es krystallisirte die schwer lésliche  salpeter- 
saure Verbindung des optisch inactiven Arginins. Noch he- 
quemer kommt man zum Ziel, wenn man das neutrale salpeter- 
saure Salz des rechtsdrehenden Arginins zuniichst bei 80° C. 
vom Krystallwasser befreit') und darauf im Trockenschrank 
15>—20 Minuten auf 210—220° C. erhitzt. Man nimmt die 
abgekiihlte Substanz mit Wasser auf, entfirbt mit Thierkohle 
und liisst aus nicht zu wenig Wasser langsam das neutrale 
salpetersaure Salz des optisch inactiven Arginins krystallisiren. 
Dasselbe scheidet sich in festen Krusten an den Wandungen 
der Krystallisationsschaale ab. Durch nochmaliges Umkrystalli- 
siren ist es leicht vollkommen zu reinigen. Es besitzt alle 
Kigenschaften des aus Fibrin) durch Trypsinverdauung ge- 
wonnenen. Im Nachstehenden gebe ich die Belege: 

Das aus rechtsdrehendem Argininnitrat dargestellte optisch inaktive 
Argininnitrat beeinflusste weder im 4- noch im 6-Decimeterrohr das 
polarisirte Licht. Der Procentgehalt der untersuchten Lésung betrug 

2 ccm. einer bei 12° C. gesiittigten Lésung enthielten 0,092 
Substanz. Demnach lésen sich bei 12° nur ca. 4,6 g in 100 com. Wasser. 

0.2015 g¢ verloren, nachdem sie tiber Schwefelsiure im Vacuum zur 
Gewichtsconstanz gebracht waren, bei 120° C. nichts mehr an Gewicht. 
Das optisch inactive Argininnitrat krystallisirt also ohne Krystallwasser. 

0.1526 ¢ Substanz gaben iiber Schwefelsiure im Vacuum getrockne! 
bei der Verbrennung 39,2 ccm. Stickstoff. Temperatur 10° C., Bar. 736 mn. 
Sperrfliissigkeit 25° oige Kalilauge. 

Fiir C,H,,N,O, HNO, 
Berechnet Gefunden 
N = 29,54 N = 29,9090, 


4.5. 


1) Siehe Gulewitseh,. Diese Zeitschrift, Bd. XVII. S. 178. 
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Ueber physiologische Zuckerbildung nach Eiweissdarreichung. 
Von 


Dr. Ernst Bendix. 


‘Aus dem thierphysiologischen Institute der Kéonigl. landwirthschaftlichen Hochschule 
in Berlin. Director: Prof. Dr. Zuntz.) 


(Der Redaction zugegangen am 30. April 1901.) 


Dass die verschiedenen Eiweissstoffe im Haushalte des 
Organismus gleichwerthig seien, ist bei der grossen Ver- 
<chiedenheit ihrer Zusammensetzung sehr unwahrscheinlich. 
Und wenn in den Lehrbiichern der Physiologie, wie auch bei 
klinischen Stoffwechseluntersuchungen ganz allgemein von 
Eiweiss gesprochen wird, so liegt dies im Wesentlichen wohl 
daran, dass man erst in neuester Zeit begonnen hat, die 
Unterschiede der verschiedenen Eiweissstoffe rein chemisch 
im Reagensglase — kaum noch physiologisch im Thierkérper — 
zu priicisiren. 

Nach einer Richtung hin sind jedoch die Untersuchungen 
his zu einem gewissen Abschluss gelangt, welche solche Unter- 
schiede der Eiweisskorper in chemischer Beziehung darthun 
<ollen. Bekanntlich gelang es, bei einem grossen Theile der 
KiweisskOrper eine Kohlehydratgruppe in ihrem Molekiile nach- 
zuweisen, bei einem kleineren Theile der Eiweisskorper gelang 
dies nicht. Da sich die genaueren Litteraturangaben  iiber 
diesen Gegenstand in einem kritischen Referate Blumenthal’s 
zusaummengestellt finden, glaube ich mich hier mit den wesent- 
lichsten einsehlégigen Daten begniigen zu kénnen. 

An Pavy’s Namen kniipfen die ersten Untersuchungen 
auf diesem Gebiete an und sie sind fiir die spiiteren Arbeiten 
grundlegend geworden. Durch die Einwirkungen von mine- 
ralischen Siuren oder auch von kiinstlichem Magensaft auf 
Kiweisskérper gewann er eine Substanz, welche die gewohn- 
lichen Zuckerreactionen lieferte, d. h. Fehling’sche Lésung 
reducirte, die Kaliprobe gab, Osazone bildete u. s. w. 

Dass das im Ovalbumin vorkommende Kohlehydrat den 
Hexosen zuzuziihlen sei, bewiesen Blumenthal und Mayer 
durch Reindarstellung des betreffenden Osazones. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXII. 32 
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Durch einen Schiller Hofmeister’s wurde dann die 
Frage endgiiltig gelést. Langstein konnte aus krystallisirtem 
Ovalbumin das Kohlehydrat in natura gewinnen und es auf 
Grund seiner Elementaranalyse und seiner tibrigen Eigenschaften 
als Glucosamin — oder vielmehr richtiger Chitosamin — prii- 
cisiren. Durch die letztgenannte Arbeit wurde der den friiheren 
Autoren immer wieder gemachte Einwand, dass niimlich der 
Zucker aus dem dem Ovalbumin beigemengten Mucoid stamme, 
endgiiltig widerlegt. Das nach Hofmeister’s Anleitungen 
gewonnene krystallinische Ovalbumin bietet volle Garantie fiir 
chemische Reinheit. Die von v. Mering schon vor mehr als 
10 Jahren ausgesprochene Hypothese, dass die meisten Eiweiss- 
stoffe den Glycoproteiden zuzuziihlen seien, ist daher bis zu 
einem gewissen Grade heute als Thatsache anzusehen. 

Nachdem nun diese Reagensglasversuche zum Abschluss 
gelangt sind, erscheint es von Interesse, ihre Ergebnisse auch 
auf den Thierkérper zu tibertragen. Ob also nach Darreichung 
eines zuckerreichen Eiweisses, wie Ovalbumin, sich auch im 
Thierkorper reichlich Zucker nachweisen lasse, dagegen nach 
Darreichung eines zuckerfreien Eiweisses, wie Milcheiweiss, 
nicht, diese Frage zu entscheiden, soll in vorliegender Arbeit 
versucht werden. 

Die engen Beziehungen zwischen Eiweiss und Zucker 
im Thierkérper, d. h. dass Eiweiss im Thierkérper Zucker 
bilden konne, sind den Physiologen und Klinikern schon lings! 
bekannt. Wie aus dem Folgenden hervorgeht, kann ich mich 
der von Schéndorf letzthin gegebenen Kritik tiber die von 
Naunyn, v. Mering, Kiilz und A. angestellten Versuchen 
betreffs Glycogenbildung aus Eiweiss nicht anschliessen. Die 
Physiologen sahen nach FEiweissfiitterungen bei ihren Ver- 
suchsthieren eine starke Vermehrung des Leberglycogens aul- 
treten und die Kliniker machten bei ihren Fiillen von schwerem 
Diabetes die Erfahrung, dass die erhGhte Zufuhr von Eiweiss 
auch eine erhOhte Zuckerausscheidung im Gefolge habe. 

Zur Entscheidung meiner Frage nach der zuckerbildenden 
Kraft der verschiedenen Eiweisse waren demgemiss zwel 
Wege gangbar: einerseits suchte ich den in dem Thierkorper 
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gebildeten Zucker in den Urin tberzufiihren und so der Messung 
zuginglich zu machen, andererseits bestimmte ich den im Thier- 
kérper als Glycogen zurtickgehaltenen Zucker nach Darreichung 
der verschiedenen Eiweisse. 


A. 

Bei meiner ersten Versuchsreihe war die Versuchsan- 
ordnung folgende: die Versuchsthiere, Hunde, wurden gly- 
cogenfrei gemacht, sodann wurden an sie die verschiedenen 
Kiweissstoffe, deren zuckerbildende Fihigkeit im Organismus 
verglichen werden sollte, verfiittert und der gebildete Zucker 
vermittelst wiederholter Phlorhizininjectionen in den Harn iiber- 
gefiihrt. Nach 20—21 Stunden wurde der Versuch abgegrenzt, 
indem ebenso wie beim Beginn des Versuches der Hund 
katheterisirt wurde. Zu diesem Ende musste bei den meisten 
Hiindinnen (wegen der Kleinheit der Thiere) die Harnréhre 
vermittelst der Falk’schen Operation zuginglich gemacht werden. 

bestimmt, da 
ja dieser das quantitative Verhiltniss des Eiweisszerfalles zur 
Zuckerausscheidung annihernd anzeigt. 

Ehe ich die einzelnen Versuchsergebnisse mittheile, méchte 
ich einige kurze kritische Bemerkungen zu der gewiihlten Ver- 
suchsanordnung machen. Das Phlorhizin erscheint deshalb zur 
Zuckerelimination besonders geeignet, weil es vermoOge seiner 
renalen Wirkung den Zucker, sobald er die Nieren passirt, 
dem Korper entzieht. Folgende Erfahrungen sprechen nimlich 
dafiir, dass die Wirkung des Phlorhizins thatsichlich so zu 
deuten ist, dass die Anziehungs- und Eliminationskraft der 
Nierenepithelien fiir den Blutzucker derartig geandert wird, dass 
schon die normale Menge von Blutzucker nicht mehr ertragen 
und in den Harn iibergefiihrt wird: Erstens ist der Zuckergehalt 
des Blutes bei Thieren, welche vermittelst Phlorhizin glycosurisch 
gemacht werden, vermindert (v. Mering, Minkowski). 
Gegentheilige Befunde, dass nimlich der Blutzuckergehalt bei 
solchen Thieren gegen die Norm erhdht ist, stehen als ver- 
einzelte Curiosa da. Sie wiirden im Uebrigen auch der Eli- 
minationstheorie insofern nicht widersprechen, als der Verlust 

32* 


In dem Harn wurde dann der Quotient 
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von Zucker Vorgéinge wachruft, welche dem Blute den verlorenen 
Zucker ersetzen. Man kann sich leicht vorstellen, dass solcher 
Art eine zeitweilige Uebercompensation des Verlustes stattfindet. 

Zweitens fand Minkowski, dass nach Nierenexstirpation 
der Zuckergehalt des Blutes durch Phlorhizin nicht tiber die 
Norm gesteigert wird, und drittens hat Zuntz noch direkter 
die Frage dadurch entschieden, dass er durch die dOrtliche 
Phlorhizinzufuhr zu der einen Niere (Injection in die Arteria 
renalis) bei dieser Niere eine viel friiher eintretende, energischere 
Zuckerausscheidung veranlasste als wie bei der anderen Niere. 
Die Eliminationstheorie bei der Phlorhizinwirkung, welche sich 
fiir die functionelle Nierendiagnostik so fruchtbar erwiesen hat, 
kann somit als experimentell erwiesen angesehen werden. 
Die Anwendung des Phlorhizins geschah in meinen Versuchen 
subeutan, indem das Phlorhizin nach dem Vorgange von 
Cremer durch Piperazin in Losung gebracht wurde. 

Die zweite Frage, welche sich bei der Kritik meiner Ver- 
suchsanordnung aufdriingt, ist die Frage: warum die einzelnen 
Versuche schon nach 20—21 Stunden abgegrenzt und nicht 
vielmehr auf einige Tage ausgedehnt wurden. Dies geschah 
deshalb, weil bekanntlich nach = liingerer Darreichung des 
Phlorhizins die Versuchsthiere heftige Vergiftungserscheinungen 
zeigen (Durchfiille, Erbrechen, Coma, Kriimpfe, plotzlicher Tod). 
Diese mehrfach von uns in Vorversuchen beobachteten Er- 
scheinungen sind ja hinliinglich bekannt und machen selbst- 
verstiindlich die Thiere fiir unsere Fragestellung véllig unbrauch- 
bar. Bei der nur 20stiindigen Anwendung des Phlorhizins 
sahen wir niemals Vergiftungserscheinungen der Thiere. 

Eine weitere Frage ist die, ob in dem Harnquotienten 
thatsiichlich das Verhiiltniss des im Organismus gebil- 
deten Zuckers zu dem gleichzeitig zerfallenden Eiweisse zum 
Ausdruck gelangt, d. h. ob nicht vielleicht eine Aufstapelung 
von Zucker oder N in diesen 20 Stunden im Organismus statt- 
findet, oder vielleicht Zucker im Kérper verbrannt und so der 
Bestimmung im Harne entzogen wird. Die erste Frage nach 
einer Aufstapelung von Zucker oder Stickstoff glauben wir mit 
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Bestimmtheit deshalb verneinen zu kénnen, weil nach Phlorhizin- 
darreichungen bekanntlich eine starke Polyurie auftritt und 
unseren Versuchsthieren Wasser in beliebiger Menge zur Durch- 
spiilung des Organismus zu Gebote stand. Dagegen lisst sich 
die zweite Frage: ob nicht Zucker durch vorherigen Verbrauch 
im Organismus der Ueberfiihrung in den Harn entgangen sei, 
nicht mit Sicherheit verneinen, allerdings aber muss der mdg- 
licher Weise solcher Art entstandene Fehler bei allen Ver- 
suchsthieren deshalb der gleiche gewesen sein, weil alle Ver- 
suchsthiere ganz gleich behandelt wurden, und auf Vergleichs- 
werthe kommt es ja hier in erster Linie an. 

Weiter sei hervorgehoben, dass die den Thieren gereichte 
Nahrung nicht nur aus dem zu priifenden Eiweisse bestehen 
konnte, sondern dass, um die Thiere zum Fressen zu bewegen, 
den Eiweisspraparaten eine gewisse Fettmenge hinzugefiigt 
werden musste. Hierdurch kann ja schon darum an den Stoff- 
wechselverhaltnissen nichts Wesentliches geindert werden, 
weil den Thieren ohnedies ihr Kérperfett, das ja, wie Schulz 
gezeigt hat, bei Bedarf in die Circulation tibergeht, zu Gebote 
stand. Die meisten Physiologen und Kliniker nehmen tibrigens 
auch heute an, dass das Fett keine Quelle fiir den Zucker 
bilden kann, und ohne auf die ganze Frage nach der Zucker- 
bildung aus Fett eingehen zu wollen, méchte ich hier nur an 
die beiden fundamentalen diesbeziiglichen Thatsachen erinnern, 
dass Fettfiitterung keine Glycogenbildung veranlasst und dass 
Fettzufuhr bei Diabetes gravis naturalis und artificialis die 
Zuckerausscheidung nicht steigert. Sicherlich ist es einstweilen 
trotz vielfacher dahinzielender Versuche noch nicht gelungen, 
einen einwandsfreien Beweis fiir eine im thierischen Organismus 
vorkommende Zuckerbildung aus Fett beizubringen. Leider 
liisst sich allerdings auch nicht sagen, dass die Unmdglichkeit 
einer derartigen Annahme mit Sicherheit erwiesen ist. Immerhin 
glaube ich annehmen zu diirfen, dass auch bei Annahme einer 
Zuckerbildung aus Fett meine Resultate ihren Werth behalten, 
weil bei der gleichmiissigen Behandlung der Thiere nicht ein- 
zusehen wire, warum das Fett in den verschiedenen Versuchen 
verschieden stark bei einer Zuckerbildung betheiligt sein sollte. 
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Zunachst muss durch Mittheilung der Vorversuche der 
Beweis erbracht werden, dass meine Versuchsthiere thatsiich- 
lich glycogenfrei waren. Um den Glycogenschwund in ihren 
Organen zu erzielen, wurden alle uns bekannten, diesem Zwecke 
entsprechenden Mittel vergesellschaftet angewandt: Die Ver- 
suchshunde wurden etwa 8 Tage lang mit sehr fettreicher 
Nahrung (Schmalz), der nur sehr wenig Eiweiss zugefiigt war 
(Hackfleisch), gefiittert. Kohlehydrate als solche wurden ver- 
mieden. Hierbei nahmen die Versuchsthiere fortwihrend an 
Korpergewicht ab. Es folgten darauf 2 Tage absoluten Hungers 
und am darauffolgenden Tage mussten die Thiere eine grosse 
Muskelarbeit verrichten, d. h. auf der von Zuntz construirten 
Tretbahn ca. 4 Stunden in schnellem Tempo bergan laufen. 
In dem gréssten Theil meiner Versuche bestimmte ich nicht 
nur die Zeit, sondern auch den zuriickgelegten Weg. Das 
Minimum desselben betrug 10 km. mit einer Steigung von 
mehr als 2000 m. Folgende Vorversuche belehrten mich, dass 
die so behandelten Thiere thatsiachlich glycogenfrei waren. 


Vorversuch I. 


Ein gut genihrter schwarzer Pudel, von etwa 8 kg Ge- 
wicht, erhalt 8 Tage lang kohlehydratfreie,!) fettreiche Nah- 
rung, hungert 2 Tage und liiuft am darauffolgenden Tage 
41/2 Stunden auf der Tretbahn. Er wird darauf sogleich durch 
Verbluten getidtet und Leber und Muskeln nach der von 
Pfliiger verbesserten Kiilz’schen Methode auf Glycogen ver- 
arbeitet. In der Leber (220 g) finden sich unwigbare Spuren 
von Glycogen, die Muskeln (115 g) sind vollig glycogenfrei. 


Vorversueh II. 


Ein gut geniihrter Pintscherhund, 7900 g, hungert wieder 
nach vorhergehender obenbeschriebener 8tagiger Ernahrung 
2 Tage und liiuft sodann am dritten Tage auf der Tretbahn 
in 33/4 Stunden 10 km. mit einer Steigung von 2200 m. Er 
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1) Bei Anwendung des Ausdrucks «kohlehydratfrei> wird den im 
Fleische vorkommenden Spuren von Kohlehydraten keine Rechnung 
getragen. 
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wird gleich darauf durch eine Chloroforminjection ins Herz 
getodtet und die Leber und Muskeln auf Glycogen verarbeitet : Die 
Leber (195 g) ist absolut glycogenfrei, in den Muskeln (129 g) 
finden sich Spuren von Glycogen. 


Vorversuch III. 

Kleiner Hund von 4300 g wird genau wie die beiden 
ersten Thiere durch entsprechende Nahrung, 2 tigigen Hunger 
und eine Arbeitsleistung von 10 km. Weg mit tiber 2000 m. 
Steigung vorbehandelt, sodann durch Verbluten getédtet und 
Leber- und Muskelglycogen bestimmt: Leber (122g): Gly- 
cogenbestimmung verloren; Muskeln (105 g): absolut frei von 
Glycogen. 

Vorversuch IV. 

Sehr gut geniihrter Hund, von 8 kg Gewicht, liiuft nach 
2 tagigem Hunger auf der Tretbahn. Laut Aussage des Touren- 
ziihlers legte er 10 km. mit iiber 2000 m. Steigung zuriick. 
Durch Verbluten wird er get6édtet und das Muskel- und Leber- 
Glycogen bestimmt: Die Leber (180 g) enthalt 2,5696 g Roh- 
glycogen — 1,886 g Reinglycogen, die Muskeln (153 g) ent- 
halten 0,1245 g Rohglycogen bezw. 0,0742 g Reinglycogen 
— 0,035 

Dieser vierte Vorversuch kann als nicht beweisend gelten. 
Die sonst geiibte 8tiigige Fiitterung mit kohlehydratfreier Kost 
fiel bei ihm fort. Ausserdem aber war die geleistete Arbeit 
thatsiichlich viel geringer, als der Tourenziihler angab. Der 
Hund war durch seine Verwendung bei friiheren anderweitigen 
Versuchen so gut auf das Laufen auf der Tretbahn dressirt, 
dass seine Arbeitsleistung weit weniger hoch zu veranschlagen 
ist. Ferner hatte er bei friiheren Arbeitsversuchen auf der 
Tretbahn gelernt, sich durch Hinaufklettern an den Seiten der 
Tretbahn dem Laufen zeitweilig zu entziehen. Da er im vor- 
liegendem Versuche nicht stiindig unter Aufsicht war, liegt der 
Verdacht nahe, dass dies auch hier geschehen ist. 

Vor Kurzem ist aus dem Pfliiger’ schen Laboratorium 
eine Arbeit erschienen, welche beweist, dass die gewohnlich 
geiibte Kaliaufschliessung der Organe, d. h. Kochen bis zur 
Losung in 1—2° yiger Kalilauge, bei der Glycogenbestimmung 
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keine absolut sicheren Werthe gibt. Vielmehr kann man so- 
wohl durch Anwendung concentrirterer Lauge als auch dure 
weit liingeres Kochen in der diinnen Lauge eventuell hénere 
Glycogenwerthe erzielen. Diese Erfahrung verpflichtete mich 
zu dem folgenden fiinften Vorversuch. 


Vorversuch V. 


Ein junger, 5500 g schwerer Dalmatinerhund erhalt 6 Tage 
lang kohlehydratfreie fettreiche Nahrung, hungert 2 Tage und 
legt am dritten Tag eine Strecke von 7 km. mit etwa 1500 mm. 
Steigung zuriick. Durch Chloroforminjection ins Herz wird er 
darauf getédtet und seine Organe folgendermassen auf ihren 
Glycogengehalt gepriift. Die Leber (204 g schwer) wird in 
2 Theile getheilt (Theil I 97 g und Theil Il 107 g), ebenso 
werden von den gemischten Muskeln Theil I = 150 g und 
ein Theil Il = 163 g genommen. In den Leber- und Muskel- 
portionen | wird daraufhin die Kaliaufschliessung nach der 
gewohnlichen Methode, d. h. Kochen mit 1—2°/oiger KOH- 
Losung bis zur Losung, vorgenommen: 

Leberportion I = 97 g enthiilt Rohglycogen = 0,236 g = Rein- 
glycogen 0,1649 g = 017°). 

Muskelportion I = 150 g enthilt Rohglycogen = 0,1875 g = Rein- 
glycogen 01340 g == 0,089° 

Der iibrig bleibende Eiweissniederschlag aus diesen ersten 
Portionen wird darauf nochmals etwa 20 Stunden lang mit dtinner 
(1,5°/oiger) KOH-Lésung auf dem Wasserbad digerirt und diese 
Losung auf ihren Glycogengehalt gepriift. In beiden Organ- 
ldsungen liess sich nach diesem 2Ostiindigen Aufschliessen 
kein Glycogen mehr nachweisen. 

Die zweiten Portionen Leber- und Muskelsubstanz wurden 
6 Stunden lang in 8°/oiger Kalilésung auf dem Wasser- 
bade digerirt, um so zu constatiren, ob nach dieser Art der 
Aufschliessung die Organe sich ebenso glycogenarm zeigten. 
Hierbei ergab sich: J 

Leberportion Il = 107 g enthiilt Rohglycogen = 0,303 g = Rein- 
glycogen 0.1978 = 0,184° 

Muskelportion Il = 163 g enthilt Rohglycogen = 0,2235 g = Rein- 
glycogen 0,1833 g = 
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Dieser Versuch zeigt also, dass die Versuchsthiere in 
ihren Organen auch nach dieser Untersuchungsmethode keine 
fir unsere Versuche in Betracht kommenden Glycogenmengen 
aufwiesen. Ich erinnere daran, dass dieser letzte Hund nicht 
die normale Arbeitsleistung verrichtet hat. 

Nachdem ich so den Beweis erbracht habe, dass ich 
durch die in den Vorversuchen beschriebene Methode mir 
elycogenfreie Versuchsthiere beschaffen konnte, komme ich zur 
Darstellung meiner Fiitterungsversuche mit den verschiedenen 
Kiweisskorpern. Ich wihlte als zuckerhaltigen Eiweisskorper 
das Ovalbumin, wie es in der Technik als feines weisses 
Pulver nach seiner Fallung in der Hitze durch Séure und 
Auswaschen mit Wasser, Alkohol und Aether gewonnen wird 
(Schering’sches Praparat: Ovalbuminum purum siccum). Als 
Reprasentant derjenigen Eiweisskérper, welche kein Kohle- 
hydratradical in ihrem Molekiile aufweisen, diente das Milch- 
eiweiss. Und zwar verwandte ich zunichst in den ersten 
Thierversuchen ein Milcheiweisspriiparat, welches eine kleine 
Beimengung von Milchzucker (1,6°/o) enthielt, eine Menge, 
welche, wie sich bei den geringen Mengen Fiitterungsmaterials 
und den grossen ausgeschiedenen Zuckermengen ergibt, keinerlei 
Einfluss auf die Resultate gewinnen kann. Die beiden letzten 
Versuche sind mit absolut reinem Casein (Caseinum purissi- 
num Merck) angestellt. 

Als dritten, den Eiweissen nahestehenden Korper zog 
ich noch den Leim, aus welchem bekanntlich auch kein Kohle- 
hydratradical zu gewinnen ist, aus unten niher zu erdrternden 
Griinden in den Bereich meiner Untersuchungen. Die gewohnliche 
kiufliche weisse Gelatine erschien als das zur Verfiitterung 
geeignetste Leimpriiparat. An dieser Stelle sei hervorgehoben, 
dass ich in mehreren Versuchen gendthigt war, um die Thiere 
zim Fressen zu bewegen (namentlich bei den Ovalbuminver- 
suchen), kleine Mengen (1/2—1 g) Liebig’s Fleischextract dem 
Futter zuzufiigen. — Da die einzelnen Versuche in ihrer An- 
ordnung genau iibereinstimmen, glaube ich mich darauf  be- 
-chrinken zu kOnnen, in einer Tabelle die Ergebnisse zusammen- 
zustellen : 
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Es fragt sich nun, welche Schliisse man aus den in der 
Tabelle zusammengestellten Werten fiir unsere Fragestellung 
ziehen darf. Wie schon oben erwihnt, kommt es nur auf 


ucker 
— als Vergleichswerth an. Die absoluten 
Werte fiir den Zucker lassen deshalb natiirlich keine Ver- 
sleichung zu, weil sie von der Menge resorbirten Eiweisses, 
yon der Grésse des Versuchsthieres u. s. w. abhiingig sind. 
Zucker . 
Dieser Quotient - <= ist nun, wie aus der Tabelle hervor- 
ceht, in den einzelnen der verschiedenen Eiweissreihen ein 
keineswegs constanter, vielmehr differiren die Werthe nament- 
lich in der Ovalalbuminreihe um ein recht Betriichtliches. 


den Quotienten 


Zucker 
Berechnet man aber die Mittelwerthe des Quotienten Y 
und nach der Formel R = 0,6745 Vees) den wahrschein- 


lichen Fehler derselben in den einzelnen Eiweissreihen, so 
erhiilt man fur die 
Milcheiweissreihe den Werth == 3,9 + 0.25, 
fiir die 
Ovalbuminreihe den Werth = 2,7 + 0,30 
und fiir die 
Leimreihe den Werth == 24 

Es hat ja allerdings sein Missliches, auf kleine Zahlen- 
reihen die Wahrscheinlichkeitsrechnung anzuwenden: immerhin 
wird man aber beim Vergleich der Mittelwerthe, sowie auch 
beim Vergleich der Einzelwerthe der verschiedenen Eiweiss- 
reihen untereinander folgenden Schluss gerechtfertigt finden: 
beim Phlorhizin-Diabetes wird nach Fiitterung eines ein Kohle- 
hydratradical enthaltenden Eiweisses, wie z. B. Ovalbumin, 
keineswegs, wie man apricristisch annehmen sollte, mehr Zucker 
gebildet, als nach Verfiitterung eines Eiweisses, welches kein 
Kohlehydratradical enthiélt, wie z. B. Milcheiweiss. In unseren 
Versuchen scheint vielmehr im Gegentheil nach Casein im 
Tierkérper eine etwas gréssere Zuckermenge entstanden zu 
sein, als nach dem Ovalbumin. Hiernach liisst sich also ein 
Einfluss von dem im Eiweiss vorkommenden Kohlehydratradical 
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auf die im Organismus erfolgende Zuckerbildung nicht nach- 
weisen. Unsere Versuchsergebnisse, welche bei den grossey 
Schwankungen der Einzelwerthe noch der weiteren Bestitigung 
bediirfen, sind ein neuer Beweis dafiir, wie gefahrlich es. ist, 
aus Reagensglasversuchen weitgehende Schliisse fiir die Vor- 
giinge im Thierkérper zu ziehen, und das Dunkel, welches bisher 
iiber der im Organismus vorkommenden Zuckerbildung aus 
Eiweiss schwebte, ist also keineswegs, wie man wohl an- 
fanglich anzunehmen berechtigt war, durch den chemischen 
Nachweis eines Kohlehydratradicals im Eiweisse  gelichtet 
worden. Es mag ja immerhin moglich sein, dass eine Ab- 
spaltung des im praformirten Kohlehydrates im 
Organismus vorkomme -— wenigstens geht das Gegentheil 
von dieser Annahme aus unserem Versuche nicht hervor: 
sicher aber ist dann diese Art der Zuckerbildung aus Eiweiss 
von so nebensiichlicher Bedeutung, dass sie vollig verdeckt 
wird durch eine andere Art der Zuckerbildung aus Eiweiss, 
deren Wesen bisher noch unbekannt ist und woriiber man 
hochstens Vermuthungen aussprechen kann. 

Die Hypothese, welche zu der Erklirung der Zucker- 
bildung aus Eiweiss heute von sehr vielen und gewichtigen 
Forschern vertreten wird, ist diejenige, welche das Leucin 
und entsprechende Amine als ein Zwischenglied in dem Ei- 
weisszuckerabbau anspricht. Bekanntlich ist ja das Leucin 
ein Hauptspaltungsprodukt des Eiweisses, und ein Vergleich 
der Constitution des Traubenzuckers und des Leucins ergibt 
Bezichungen beider zu einander. Eine gewichtige Stiitze erhielt 
die Leucintheorie durch die Beobachtung, dass nach Leucin- 
fiitterung ein deutlicher Glycogenansatz in der Leber zu et- 
zielen sei. (Cohn.) Um die Leucintheorie in meiner Ver- 
suchsanordnung zu priifen, zog ich zum Vergleiche noch den 
Leim heran, einen den Eiweissen sehr nahe verwandten Korper. 
aus dem sich bekanntlich ihnlich viel Leucin gewinnen lisst, 
wie aus dem Casein. Bei einem Vergleich der in meinen 
Versuchen gewonnenen Casein- und Leimwerthe ergibt = sich 
aber nun, dass hier nach der Leimfiitterung viel weniger Zucker 
gebildet wurde als nach Umsetzung gleicher Mengen Caseins. 
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und dieses Ergebniss spricht nicht fiir die Annahme, dass der 
Weg von Eiweiss zum Zucker tiber das Leucin fiihren muss. 

Als bemerkenswerther Nebenbefund bei den mitgetheilten 
Versuchen zeigt sich, dass bei den durch Hunger und Arbeit 
in ihrem K6rperbestande reducirten Thieren die N-Retention 
wihrend der folgenden 20 Stunden eine auffallend hohe ist, 
am niedrigsten nach Darreichung von Leim, der ja bekanntlich 
nur Eiweiss zu sparen — nicht zu ersetzen vermag.') Ein 
Theil des als retinirt bezeichneten N darf dabei allerdings 
als noch nicht resorbirt angesehen werden, namentlich in den 
Versuchen, bei welchen die Thiere nicht sofort zu Beginn der 
20stiindigen Beobachtungszeit das ganze Futter auf einmal 
gefressen haben, sondern einen Theil desselben erst. spiiter. 

Vergleicht man nun die bei unserer Versuchsanordnung 
fiir das Verhiltniss von Zucker und Stickstoff erhaltenen Werthe 
mit den von anderen Autoren erhaltenen Werthen, so differiren 
sie nicht wesentlich von diesen. Bekanntlich hat Minkowski 
bei seinen hungernden pankreaslosen Hunden fiir das Ver- 
hiiltniss von D zu N die Zahl 2,8 eruirt, welche etwa dem 
Mittelwerth aus allen meinen Versuchen entsprechen wiirde. 
Andere Autoren (von Mering, Prausnitz, Miura u. A.) haben 
bei hungernden Phlorhizin-Thieren hOhere Werthe erhalten, bis 
i—). Zur Entscheidung der Frage, inwieweit diese Verhiiltniss- 
zahl nach Darreichung verschiedener Eiweissarten beeinflusst 
wird, liegt eine Arbeit von Halsey vor. Die Resultate Halsey’s 
kann ich jedoch in Uebereinstimmung mit anderen Autoren 
(Liithje) deshalb nicht fiir beweiskriiftig halten, weil seine 
Versuchsthiere bei der langen Anwendung hoher Phlorhizin- 
dosen so starke Vergiftungssympthome zeigten, dass ihr Stoff- 
wechsel gegen die Norm erheblich veriindert sein musste. 
Halsey selbst gibt in seinen Versuchsprotokollen als solche 
Vergiftungserscheinungen starke Durchfiille, Erbrechen, komatése 
Zustiinde, Delirium, plétzlichen Tod u. s. w. an. Bei seiner 
Versuchsanordnung ist das auch nicht verwunderlich: er liess 


1) Der Koth-N blieb bei den vollig normal verdauenden Thieren 
unberiicksichtigt. 
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die Hunde bei gleichzeitigen Phlorhizininjectionen so lange 
hungern, bis ein moéglichst constantes Verhiltniss zwischen 
ausgeschiedenem Traubenzucker und Stickstoff sich eingeste|lt 
hatte, und darauf wurden die verschiedenen Eiweissarten 
(Casein, Hiihnereiweiss) mehrere Tage lang verftittert und 
der Einfluss dieser Fiitterungen auf das Verhiiltniss von D und 
N studirt. Aus Halsey’s Betrachtungen geht hervor, dass in 
seinen Versuchen das Ovalbumin auf 100 g Eiweiss 6—8 ¢g 
Zucker mehr liefert als das Casein. Diese Differenz ist eine 
so geringfiigige, dass auch angesichts dieser Versuche, die 
ja aus oben angegebenen Gritinden wenig beweisend er- 
scheinen, man noch immer den gleichen Schluss, wie aus den 
hier mitgetheilten Versuchen, ziehen kann: beim Phlorhizin- 
Diabetes der Hunde liisst sich ein deutlicher Einfluss des im 
Kiweiss enthaltenen Kohlehydratradicales auf die Zuckeraus- 
scheidung nicht nachweisen. 

Der zweite Weg zur Entscheidung nnserer Fragestellung 
nach der zuckerbildenden Kraft der verschiedenen Eiweiss- 
korper war, wie schon oben erwiihnt, der, nach Verftitterung 
derselben an sicher glycogenfreie Thiere das gebildete Gly- 
cogen zu bestimmen. 

Natiirlich darf man sich nicht damit begniigen, bei der- 
artigen Untersuchungen etwa nur das Leberglycogen oder das 
Glycogen eines Theiles der Muskeln zu bestimmen, sondern 
muss vielmehr das ganze Thier auf seinen Glycogengchal! 
priifen. Unsere Versuchsanordnung war dementsprechend 
folgzende: An Hunde, welche nach der in den Vorversuchen 
bewihrten Methode glycogenfrei gemacht waren, wurde mehrere 
Tage das zu _ priifende Eiweiss verfiittert. Zur Deckung des 
calorischen Nahrungsbedarfes war eine Fettbeimengung nothig 
(Schmalz), die bekanntlich nach dem tibereinstimmenden Ur- 
theile aller Autoren ohne Einfluss auf die Glycogenie des Or- 
ganismus ist.?) 


1) Wie schon oben erwihnt, kann ich die gegen eine Glycogen- 
bildung aus Eiweiss erhobenen Finwinde nicht als beweiskraftig an- 
erkennen. 
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Die Glycogenbestimmungen wurden in den durch Chloro- 
form getédteten Thieren nach der von Pfliiger verbesserten 
Kiilz’ schen Methode vorgenommen, und zwar gesondert in 
der Leber und dem iibrigen Thierkérper. Nach Herausreissen 
der Leber aus dem frischget6dteten Thiere wurde die Haut 
-chnell abgezogen, die wbrigen Bauch- und brusteingeweide 
herausgenommen und das Thier in der Sagittallinie durchgesiigt 
und eine Hiilfte mit einer Niere, einer Lunge, der halben Milz 
und dem halben Herzen verarbeitet. 

Verfasser bediente sich der ilteren Pfliiger-hKiilz- 
Briicke schen Methode der Glycogenbestimmung, welche nach 
Pfliiger’s eigener Angabe keine grésseren Fehlerquellen zu 
enthalten scheint, als die neuere Methode, weil er in ihrer 
Handhabung bei Beginn der Versuche bereits eine grOssere 
besass. 

Versuch I. 

Kin weiblicher Foxterrier, 5520 g schwer, lebt ca. 10 Tage 
von kohlehydratfreiem Futter, hungert 2 Tage und legt am 
3. Tage einen Weg von 15 km. mit ca. 3000 m. Steigung 
zurtick. An den darauffolgenden 4 Tagen erhilt er je 50 g 
Caseinum purissimum und 50 ¢ Schmalz, also im Ganzen 
200 ¢ Casein und 200 ¢ Schmalz. Er wird durch Chloroform- 
injection ins Herz getédtet. In der Leber (240 g) findet sich: 


Rohglycogen == 85184 


Reinglycogen = 64138 g. 

Der tibrige Thiercadaver wird exenterirt und nach Ab- 
hiuten in der Sagittalen durchgesigt. Die eine Thierhiilfte 
wiegt 1750 g, die andere Thierhiilfte sammt einer Niere, einer 
Lunge, dem halben Herzen und der halben Milz wiegt 1800 g 
und enthilt 6,1655 Rohglycogen. In beiden Thierhilften 
lindet sich: 


Rohglycogen = 12,1597 g, 
Reinglycogen == 74,9646 ¢. 
Im ganzen Thiere = 14,378 g Reinglycogen. 


Die wiihrend der vier Versuchstage gelassene Urinmenge 
betragt 650 ccm. mit einem N-Gehalt von 24,9386 g, N-Re- 
tention + 6,5 g. 
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Versuch II. 

Mannlicher, 6500 g schwerer Hund lebt ca. 14 Tage von 
kohlehydratfreiem Futter, hungert 2 Tage und legt am 3. Tage 
einen Weg von 15 km. mit tiber 3000 m. Steigung zurtick. 
Er erhalt an den darauffolgenden 5 Tagen je 55 g Caseinum 
purissimum +- 55 g Schmalz, im Ganzen also 275 g Casein 
+- 275 g Fett. Er wird durch Chloroform getédtet. In der 
Leber (324 g) findet sich: 


Rohglycogen = 13,876 g, 
Reinglycogen == 11,54 ¢g. 


Die eine Thierhiilfte wiegt 2500 g, die andere Thierhiilfte 
sammt einer Niere, einer Lunge, dem halben Herzen und der 
halben Milz (2700 g) mit 14,196 g Rohglycogen. In den beiden 
Hiilften findet sich: 


Rohglycogen = 27,398 g, 
Reinglycogen = 17,92 g. 
Im ganzen Thiere == 29,46 g Reinglycogen. 


Die withrend der vier Versuchstage gelassene Urinmenge 
betragt 950 cem. mit einem N-Gehalt von 23,799 g. Es wurde 
aber beim Tédten des Thieres eine gewisse Harnmenge ver- 
loren, so dass tiber die N-Bilanz nichts ausgesagt werden kann. 


Versuch IIL. 

Junger Foxterrier, 3880 g, hungert nach vorhergehender 
8 tigiger Fetteiweissfiitterung 2 Tage, liuft am 3. Tage 11 kin. 
mit ca. 2500 m. Steigung. An den darauffolgenden 4 Tagen 
erhiilt er viermal je 40 g Ovalbumin (Schering’sches Pri- 
parat) + 4 X& 40 ¢ Schmalz, zusammen 160 g Ovalbumin 
+ 160 g Schmalz. Wiahrend der Versuchstage leidet der 
Hund an hiutigen lehmfarbenen Durchféllen, macht einen 
kranken Eindruck. Er wird durch Chloroform getédtet. 
der Leber (193. g) findet sich: 


Rohglycogen == 0,3069 g, 
Reinglycogen == nicht bestimmt. 


Die eine Thierhiilfte wiegt 1280 g, die andere 1270 ¢. 
In beiden Thierhiilften findet sich: 
Rohglycogen = 0,3419 g, 
Reinglycogen = nicht bestimmt. 
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Der wahrend der vier Versuchstage gelassene Urin be- 
trigt 500 ccm. mit 9,990 g N. N-Retention (beziehungsweise 
diarrhoische Verluste) + 12,68 g. Im Urin Albumen  nach- 
weisbar. 


Versuch IV. 


Ausgewachsener miinnlicher Hund, 6400 g schwer, hungert 
nach vorhergehender & tagiger Fetteiweissfiitterung 2 Tage lang 
und liiuft am 3. Tage 12 km. mit etwa 2700 m. Steigung. 
An den darauffolgenden 3 Tagen erhalt er 3 mal 55 g Ovalbu- 
min (Schering sches Praparat) -+ 3 55 g Schmalz. 
Wiihrend der Versuchstage leidet der Hund an hiiufligen lehm- 
farbenen Durchfillen, auch an Erbrechen. Er wird = durch 
Chloroform getédtet. In der Leber (225 g) findet sich: 


Rohglycogen == 1,3030 g, 
Reinglycogen == nicht bestimmt. 
Die eine Thierhiilfte wiegt 2150 g, die andere Thier- 


hilfte 2350 g, mit einem Rohglycogengehalt von 2,1768 g. 
In beiden Hiilften findet sich also: 


Rohglycogen == 4,1690 g, 
Reinglycogen = nicht bestimmt. 
Im ganzen Thiere also == 5,472 ¢ Rohglycogen. 


Der wiihrend der Versuchstage gelassene Urin ist durch 
Erbrochenes verunreinigt, so dass sich tiber die N-Bilanz nichts 
aussagen liisst. 

Das auffallende Ergebniss der letzten beiden Versuche, 
dass niimlich trotz der hohen Dosen von reinem Kiereiweiss 
eine verhiiltnissmiissig so geringe Menge Glycogen gebildet 
wurde, veranlasste mich, zu untersuchen, wie das verfiitterte 
Priijparat vom Hunde ausgenutzt wurde, d. h. zu untersuchen, 
ob die schwachen Glycogenbildungen vielleicht dadurch zu 
erkliren seien, dass die grisste Menge des verfiitterten Ei- 
weisses iiberhaupt nicht resorbirt und mit dem Koth wieder 
ausgeschieden sei. Der Ausnutzungsversuch wurde in der 
Weise angestellt, dass ein 6200 g schwerer Hund genau so 
wie die iibrigen Thiere vorbehandelt wurde, sodann erhielt er 
‘0 g des Ovalbuminpriiparates (5.9 g N) mit 40 g Schmalz. 
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Die Abgrenzung des Kothes geschah vor und nach der Eiweiss- 
darreichung in der tiblichen Weise durch Kieselsiiure, jedoch 
gelang diese Abgrenzung insofern nicht sehr gut, als zweifellos 
kieselsiiurehaltiger Koth noch mit untersucht wurde und _ so 
wahrscheinlich eine zu grosse Kothmenge untersucht wurde. 
Hierdurch wurde der Werth fiir den Kothstickstoff zu hoch 
befunden. Er betrug 0,846 g, das verfiitterte Eiweiss war also 
bis zu 86°/o etwa verwerthet worden. Der Harn-N_ betrug 
2,085 g und die N-Retention (wie sie bei den friiheren Ver- 
suchen berechnet wurde) 3,815 g. 

Dieser Versuch zeigt also, dass die Ausniitzung des ki- 
weisses bel einmaliger Darreichung des Priiparates eine ge- 
gniigende war. Immerhin kann bei der liingeren Darreichung 
im Versuch Hl und IV die Ausniitzung in Folge von Darm- 
reizung geschiidigt worden sein und so der geringe Glycogen- 
ansatz zu erkliren sein. 

Daher wurden die Versuche noch mit nativem, nicht 
denaturirtem Eiereiweisse wiederholt. Dieses frische Eier- 
elweiss ist Insofern weniger gut zu gebrauchen, als das prii- 
parirte, weil es wahrscheinlich geringe Spuren freien Kohle- 
hydrates enthiilt.Allerdings sind die der Litteratur 
enthaltenen Angaben iiber die Menge des im Eiereiweisse vor- 
kommenden freien Kohlehydrates ziemlich schwankende, wahr- 
scheinlich zu hohe, da bei der Methode ihrer Bestimmung 
eine Abspaltung von an Eiweiss gebundenem Zucker nicht 
ausgeschlossen zu sein scheint. Sicherlich aber sind die im 
Folgenden mitgetheilten Glycogenmengen zu hoch, um aus dem 
beigemengten Kohlehydrat erklart zu werden. 


Versuch V. 

Junger, 4440 ¢ schwerer miinnlicher Hund hungert 2 Tage 
nach voraufgegangener 8 tiigiger Fetteiweissdiit, am 3. Hunger- 
tage liiuft er tiber 10 km. mit 2200 m. Steigung. An den 
darauffolgenden 3 Tagen erhilt er 3 mal je 300 g frisches 
Kiereiweiss, dem nur einige Tropfen einer concentrirten 
Saccharinlisung zugesetzt wurden, im Ganzen also 900 g frisches 
Kiereiweiss mit 117 g Eiweissgehalt. Wiihrend der 5 Ver- 
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suchstage Durchfiille. Er wird durch Chloroform getédtet. In 
der Leber (143 g) findet sich: 
Rohglycogen = 2,9720 g, 
Reinglycogen = 2,5256 g. 
Die eine Thierhiilfte wiegt 1310 g, die andere Thier- 
hilfte 1450 g, mit einem Rohglycogengehalt von 4,480 g. In 
beiden Hiilften findet sich also: 


Rohglycogen = 85270 g, 
Reinglycogen = Bestimmung verloren. 


Urinmenge: 600ccm., Spuren Albumen; N-Gehalt = 5,328 g(Verlust anUrin). 


Versuch VI. 

Junger minnlicher Hund von 5300 g wird 8 Tage bei 
Fetteiweissnahrung gehalten, hungert sodann 2 Tage und legt 
am 3. Hungertage einen Weg von 10 km. mit 2200 m. Steigung 
zuriick. An den 2 darauffolgenden Tagen erhiilt er 2 mal 
200 g frisches Kiereiweiss + 2 50 g Schmalz und am 
3. Tage 300 g frisches Eiereiweiss +- 50 g Schmalz, im 
Ganzen also 150 g Schmalz + 700 g frisches Eiereiweiss, 
mit einem Gehalt von 91 g reinem Eiweiss. Wiihrend der Ver- 
suchstage Durchfiille. Der Hund wird durch Chloroform ge- 
todtet. In der Leber (137 g) findet sich: 

Rohglycogen == 3,2240 g, 
Reinglycogen = 2,9635 g. 

Die eine Thierhilfte wog 1790 g und die andere Thier- 
hilfte 1750 g, mit einem Rohglycogengehalt von 5,2955_ g. 
In beiden Thierhiilften findet sich also: 

Rohglycogen = 10,711 g, 
Reinglycogen = nicht bestimmt. 
Urinmenge = 850 ccm. mit 6.4260 g N. Spuren Albumen. 


Versuch VII, 


Junger Hund von 6200 g hungert nach voraufgehender 
10tagiger Fetteiweissnahrung 2 Tage und legt am 3. Hunger- 
tage einen Weg von 14 km. mit 3000 m. Steigung zuriick. 
An den darauffolgenden 3 Tagen erhilt er 3 mal je 60 g 
Gelatine +- 60 g Schmalz, im Ganzen also 180 g Gelatine 
+- 180 g Schmalz. Wiihrend der Versuchstage 2 mal Er- 
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brechen kleinerer Futtermengen. Der Hund wird durch Chloro- 
form getédtet. In der Leber (230 g) findet sich: 

Rohglycogen == 5,9600 g, 

Reinglycogen = 5,2386 g. 

Urin durch Erbrochenes verunreinigt. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, dass (entsprechend 
den bisherigen Annahmen) nach Verfiitterung von Eiweiss- 
korpern reichliche Glycogenbildung in der Leber sowie im 
iibrigen Thierkorper  stattfindet. Und zwar sind nicht etwa 
nur diejenigen Eiweisskorper als Glycogenbildner anzusprechen, 
welche ein Kohlehydratradical in ihrem Molekiile enthalten 
(Ovalbumin), sondern auch kohlehydratfreie Eiweisskérper (Ca- 
sein, Gelatine). Diese Ergebnisse stehen gut in Ueberein- 
stimmung mit Versuchen, wie sie Kiilz, v. Mering u. A. 
mitgetheilt haben, deren Beweiskraft Schéndorff neuerdings 
in der oben citirten Arbeit bestritten hat. Schéndorff selbst 
stellte Caseinfiitterungsversuche an Fréschen an fand 
danach keine Glycogenbildung, Versuche, welche von Blumen- 
thal und Wohlgemuth auch fiir Leim_ bestiitigt werden 
konnten. Diese Versuche bilden einen scheinbaren Gegen- 
satz zu meinen sowie den oben erwiihnten Ergebnissen. Der 
Gegensatz ist deshalb nur ein scheinbarer, weil Ergebnisse, 
die beim Kaltbliiter gewonnen sind, keineswegs ohne Weiteres 
auf den Warmbliiter tibertragen werden diirfen. Denn es ist 
wohl verstiindlich, dass im calorischen Haushalte des Kalt- 
bliiters und des Warmbliiters das Glycogen eine ganz ver- 
schiedene Rolle spielen muss: Der Kaltbliiter hat nur einen 
beschriinkten Bedarf an Glycogen, wie daraus hervorgeht, dass 
selbst in der langen Hungerperiode des Winters sein Glycogen 
keineswegs schwindet, sondern vielmehr ganz_ betriichtliche 
Mengen in seinem Korper  zuriickbleiben (J. Athanasiu, 
E. Pfliiger). Ganz anders offenbar liegen die Verhiiltnisse 
beim Warmbliiter: Hier ist der Glycogenstoffwechsel ein viel 
regerer. Es ist bekannt, wie schnell durch Arbeit sein Gly- 
cogen schwindet, und wie schnell sich wieder ansetzt. 
Sogar im Hunger scheint auf Kosten des eigenen Korper- 
materials eine Neubildung von Glycogen stattzufinden, wie aus 
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den Versuchen von Frentzel und Vogelius hervorgeht. Kein 
Wunder also, dass der Warmbliiterorganismus im Gegensatz 
zu dem Kaltbliiterorganismus, wenn er durch eingreifende 
Qperationen seines Glycogens beraubt ist, mit allen Kriiften 
aus jeder dargereichten Nahrung neues Glygogen zu bilden sucht. 

Ausser dem Stoffwechselunterschiede zwischen Warm- und 
Kaltbliiter lasst sich vielleicht auch folgender Einwand gegen 
die Froschversuche erheben: Bei normaler Fiitterung stellt 
sich jedes Thier auf einen bestimmten Glycogengehalt ein, der 
ja bei Kohlehydratfiitterung ein recht hoher, bei Eiweissfiitte- 
rung ein geringerer, bei Fettfiitterung ein minimaler ist. Wird 
liber ein gewisses Maass hinaus Kohlehydrat zugefiihrt, so 
wird der Ueberschuss nicht mehr als Glycogen abgelagert, 
sondern in Fett verwandelt. Man darf demzufolge nach einer 
Fiitterung, welche Glycogen bilden kann, nur dann auf eine 
erheblichere Glycogenablagerung rechnen, wenn der Korper 
vorher glycogenfrei bezw. arm ist. Dies trifft nun keineswegs 
bei den Froschversuchen zu: im Gegentheile, die verwandten 
Frosche zeichneten sich durch einen verhiiltnissmiissig recht 
hohen Glycogengehalt aus. 

Aus den mitgetheilten Versuchen scheint sogar hervor- 
zugehen, dass die kohlehydratfreien EiweisskOrper beim Warm- 
bliiter bessere Glycogenbildner sind, als das Ovalbumin. — Sollte 
sich dieses in weiteren Versuchen bestiitigen, so wiirde dies 
darauf hindeuten, dass das aus dem Ovalbumin durch ein- 
greitende chemische Processe zu gewinnende Amidokohlehydrat 
im Thierkorper nicht als Kohlehydrat Verwendung finden kann. 

Bei der Annahme, dass das im Eiweisse  steckende 
Kohlehydrat thatsiichlich Chitosamin ist, erscheint dieses Er- 
gebniss sehr natiirlich: Denn Versuche, welche mit Chitose 
angestellt wurden, ergaben in Uebereinstimmung mit diesem 
Resultate, dass dieses Kohiehydrat den Koérper grossen Theils 
unveriindert passirt (Offer und Friinkel) und dass nach Ver- 
fitterung dieses Kohlehydrates kein Glycogenansatz zu erzielen 
ist (Fabian). 

Aber allerdings muss hier nochmals betont werden, dass 
ian nur mit dusserster Vorsicht derartige Vergleiche zwischen 
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der glycogenbildenden Kraft der verschiedenen Eiweisskérper 
anstellen darf, weil niimlich die Versuchsfehler zu grosse und 
theilweise unvermeidliche sind: die Individualitit der einzelnen 
Versuchsthiere, selbst bei voéllig gleicher Versuchsanordnung, 
mag, wie Kiilz schon betont, bei der Glycogenbildung eine 
grosse Rolle spielen, so dass man zwei Thiere niemals als 
gleichwerthig in Bezug auf die Glycogenbildung ansehen kann. 
Dazu tritt das hiiufige Auftreten von Verdauungsstorungen gerade 
an den Ovalbuminversuchen. Sodann aber geht aus den 
klassischen Versuchen Pfliiger’s und seiner Schule mit Be- 
stimmtheit hervor, dass alle unsere Methoden der Glycogen- 
bestimmung mit grossen unkontrollirbaren Fehlern  behaftet 
sind, so dass nur grosse Zahlenreihen mit constanten grossen 
Differenzen hier beweisen kénnen. 

Der Schluss, welchen wir aus den mitgetheilten Ver- 
suchen zu ziehen berechtigt sind, ist folgender: Nach Ver- 
fiitterung kohlehydratfreier Eiweisskérper tritt beim Warm- 
bliiter ebenso eine Glycogenbildung auf, wie nach Verfiitterung 
von Eiweisskérpern, welche eine Kohlehydratgruppe enthalten. 

Dieses Versuchsergebniss deckt sich gut mit dem_ in 
unseren Phlorhizinversuchen gewonnenen Resultat, wo Ja auch 
ein Einfluss der im Eiweiss steckenden Kohlehydratgruppe aut 
die Zuckerbildung im Organismus nicht nachzuweisen war. 
Das Dunkel, welches tiber die Art der Kohlehydratbildung aus 
Eiweiss im thierischen Organismus bisher schwebte, ist also in 
keiner Weise durch die chemische Forschung gelichtet worden. 

Herrn Prof. Zuntz meinen herzlichsten Dank fiir’ seine 
thatkriittige Unterstiitzung bei der Durchfiihrung dieser Arbeit 
auszusprechen, ist mir eine angenehme Pflicht. 
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Eine neue Methode zur Bestimmung der Harnstoffe im Harne. 
Von 


Otto Folin. 


Aus dem chemischen Laboratorium des «Me Lean Hospital» fiir Irrenkranke, 
Waverley, Mass. U.S. A.) 


‘Der Redaction zugegangen am +. Mai 1901.) 


Da ich beabsichtigte, einige Stoffwechseluntersuchungen 
bet Irrenkranken anzustellen, habe ich Versuche unternommen, 
um eine Harnstoffbestimmungsmethode zu finden, die einfacher 
als die gebrauchlichen Methoden sein sollte, ohne diesen aber 
an Genauigkeit nachzustehen. Die zuverliissigen Verfahren 
zur Harnstoffbestimmung beruhen alle auf der hydrolytischen 
Spaltung des Harnstoffs in Kohlensiiure und Ammoniak und 
der nachherigen Abdestillirung und Titrirung letzteren. 
Aber trotz der ausserordentlichen Leichtigkeit, mit der diese 
Spaltung vor sich geht, ist dieselbe bloss eine theilweise und 
kann nur dann vollstiindig bewirkt werden, wenn die Zer- 
setzung mehrere Stunden anhilt. So fand vor Kurzem Pfaund- 
ler!) das 24sttindige Kochen des Harns mit mehreren Volu- 
mina concentrirter Salzsiiture ungeniigend, um den im Harne 
enthaltenen Harnstoff zersetzen. Auch bei der Moérner- 
Sjoquist'schen und der Bunsen-Pfliiger’schen bezw. der 
Pfliger-Gumlich schen Methode der Harnsto(fbestimmung 
im Harne wird 6—Sstiindiges Kochen mit grdsseren Mengen 
25° oiger Natronlauge oder 3stiindiges Erhitzen auf 230—260° 
mit 10 g Phosphorsiiure benutzt, um etwa 0,1 g Harnstoff zu 
zersetzen.2) In der jiingst erschienenen Arbeit von Kriiger 

1) Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 76. 

2 Die Anwendung des Kjeldahl’schen Verfahrens ‘diirfte wol! 


fiir die reine Harnstoffbestimmung nicht brauchbar sein. Vide Salaskin 
und Zaleski, diese Zeitschrift, Bd. XXVIII. S. 73. 
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und Schmidt?) wird 3—4stiindiges Erhitzen auf 160—180° 
mit 5O°/oiger Schwefelsiiure beniitzt, um den Harnstoff in 
Ammonsalze umzuwandeln. Nun bewirkt allerdings ein kurzes 
Ueberhitzen von Harnstoff mit Wasser allein bezw. mit ver- 
diinnten Siiuren oder Alkalien nach den Angaben mehrerer 
Forscher die Spaltung des Harnstoffs ebenso vollstiindig wie 
die lingere Einwirkung von kochenden concentrirten Laugen 
oder Siuren; doch ist wohl auch dieses Verfahren noch zu 
umstiindlich, um sich fiir klinische Zwecke allgemein einzu- 
hiirgern. ?) 

Ein bequemes und zugleich kurzes Verfahren, die Spal- 
tung des Harnstoffs in Ammoniak und Kohlensiiure zu erreichen, 
ist mir in folgender einfacher Weise gelungen: 

Krystallisirtes Magnesiumchlorid, MgCl,,6H,O,  schmilzt 
in seinem Krystallwasser bei 112—115° und die so erhaltene 
Losung hat einen Siedepunkt von ca. 160% Eine solche 
siedende Loésung bewirkt die quantitative Spaltung des Harn- 
stoffs binnen einer halben Stunde. Das Experiment wird in 
lolgender Weise ausgefiihrt: 38 ccm. Harnstoffl6sung wird in 
einer Erlenmeyer-Flasche von 200 cem. Inhalt abgemessen: 
dieser wird 2 ccm. concentrirte Salzsiiure (specifisches Ge- 
wicht 1,140) und 20 g Magnesiumchlorid zugesetzt. Ein Riick- 
(lussrohr von 10 mm. Innendurchmesser und 200 mm. Liinge 
wird durch einen gut passenden Kork in die Flasche hineingesetzt, 
um einen Theil der Salzsiiure bei dem Kochen zuriickzuhalten. 
‘Dieses kurze Riickflussrohr ist ganz unentbehrlich, da ohne das- 
selbe alle Salzsiiure entweicht, das Magnesiumchlorid sich zersetat 
und die Lésung alkalisch wird.) Die Mischung von Harnstoff- 
losung, Salzsiiure und Magnesiumchlorid wird nun fiir etwa 


1) Die Bestimmung des Amidosiiurenstickstoffes im Harne. Diese 
Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 560. 

2) Es sei mir tibrigens gestattet, hier zu bemerken, dass die Me- 
thode von Cazeneuve und Hugounencg (vide Neubauer’s und 
Vogel’s Harnanalyse, 10. Aufl., S. 813) kaum genaue Resultate liefern 
kann, denn das Verfahren, den Harn durch Thierkohle neutral zu machen, 
bewirkt einen merklichen Verlust an Harnstoff, wie ich bei Anwendung 
reiner Harnstoffldsungen gefunden habe. 
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10 Minuten ziemlich lebhaft gekocht, um das _ tiberschiissige 
Wasser zu entfernen. Man erkennt den Zeitpunkt, in dem 
dies erreicht ist, daran, dass die zurtickfliessenden Tropfen 
von Wasser und Salzséiure ein deutliches Zischen bewirken, 
ganz wie wenn man Tropfen von concentrirter Schwefelsiiure 
in warmes Wasser einfliessen liisst. Tritt dieses ein, so wird 
die Flamme kleiner gemacht und das Kochen in miissigerem 
Tempo fir etwa 25—30 Minuten fortgesetzt. Die Reaction 
ist nun beendet. Ohne die Mischung abkiihlen zu lassen, spiilt 
man nun vorsichtig Wasser (zuerst tropfenweise) durch das 
Glasrohr in die Flasche hinein. Man kann selbstverstandlich 
auch den Inhalt der Flasche zuerst etwas abkihlen lassen. 
Ich habe es aber immer zweckmiissiger gefunden, die heisse 
Mischung sogleich mit Wasser zu verdiinnen, um das Aus- 
fallen festen Magnesiumchlorids zu verhindern. Die so er- 
haltene Losung wird in einen Literkolben gespiilt, mit Wasser 
bis zu etwa 500 cem. verdiinnt, eine Messerspitze voll Talcum- 
pulver und 7—8 ccm. 20°/oiger Natronlauge zugesetzt. Das 
Ammoniak wird in bekannter Weise abdestillirt. in Zehntel- 
normalsiiure aufgefangen und titrimetrisch bestimmt. 

Es mag auffallend erscheinen, dass nur so geringe Mengen 
Natronlauge zugesetzt werden, um das Ammoniak auszutreiben, 
doch haben gréssere Mengen den Nachtheil, dass sie einen 
grOsseren Ueberschuss des schwerléslichen Magnesiumhydrats 
ausfiillen, wodurch dann das Kochen in Folge des Schaiumens 
sehr erschwert wird, ohne dass die Austreibung des Ammo- 
niaks schneller vor sich ginge. Das quantitative Abdestilliren 
des Ammoniaks bei Anwesenheit grésserer Mengen von Magne- 
siumchlorid geht iibrigens immer etwas langsam.!) Eine Stunde 
bis 70 Minuten geniigt aber immer, um alles Ammoniak ab- 
zutreiben.?) Da das Destillat immer bedeutende Mengen 


1) T. Schlésing, Compt. rend., Bd. 103, 5. 227—230. 

2, Um dieses Abdestilliren etwas abzukiirzen, kénnte man woll! 
auch Calciumchlorid statt Magnesiumchlorid zur Zersetzung des Harn- 
stoffs benutzen, doch scheint mir das etwas kiirzere Kochen (15—20 Mi- 
nuten) nicht Grund genug zu sein, um letzteres dem Magnesiumchlorid 
vorzuziehen, 
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Kohlensdure enthalt, muss dasselbe vor der Titrirung aufge- 
kocht und dann abgektihlt werden. 

Das Magnesiumchlorid des Handels ist nie ammoniakfrei 
und die Menge des Ammoniaks in 20 g des angewandten 
Salzes muss gesondert bestimmt werden. ') 

Der in den folgenden Versuchen angewandte Harnstoff 
war dreimal durch Alkohol umkrystallisirt, dann einmal aus 
Alkohol durch Aether geféllt und gewaschen, darauf einige 
Stunden an der Luft getrocknet und wurde schliesslich im 
Exsiccator tiber Schwefelsiiure ein bis zwei Wochen aufbewahrt. 
Die Lésungen waren immer neutral gegen Lakmus wie auch 
gegen Rosolsiiurel6sungen. 

Harnstofflésung I, 2475 ¢ Harnstoff in 100 com. enthaltend. 

% cem. dieser Lésung, wie oben behandelt, neutralisirte 28.1 cem. 
nio H,SO,. 29 g des angewandten Magnesiumchlorids enthielt 3,4 ccm. 
nio NH,. 

28,1 com. — 3,4 ccm. NH, = 24,7 NH, = 247° 
Harnstoff. 2) 

Harnstofflésung Il, 2,015 ¢ Harnstoff in 100 cem. enthaltend. 

3 ccm. ergab nach Abzug der Magnesiumcehloridcorrectur 20,6 cem. 
nio NH, entsprechend 2,06°'o Harnstoff. Das Laboratorium war am Tage 
dieses Versuches nicht ganz ammoniakfrei. Die Bestimmung, am folgen- 
den Tage wiederholt, gab aus 3 ccm. Harnstoffldsung 20,1 cem. njio NH, 
entsprechend 2,01 ° Harnstoff. 

Also wird Harnstoff glatt und vollstiindig mach dem 
obigen Verfahren in Kohlensiiure und Ammoniak gespalten. 
Die Vollstiindigkeit der Reaction wurde weiter dadurch be- 
stiitigt, dass ein zweites Destillat, das durch erneutes Kochen 


1) Ich habe wenigstens von der Firma Eimer und Amend aus 
New-York kein ammoniakfreies Magnesiumchlorid bekommen konnen. 
Die Menge des Ammoniaks ist ganz bedeutend, aber gleichmiissig durch 
das Salz vertheilt, so dass cin paar Bestimmungen geniigen, um die 
Girésse der anzuwendenden Covrrectur festzustellen. 

2) Ich habe immer 3 cem. Harnstofflésung bezw. Harn fiir jede 
Harnstoffbestimmung gebraucht. Um diese Quantitét genau abmessen 
zu kénnen, benutze ich 5 cem.-Pipetten in '/eo ccm. getheilt und mit 
(ieissler’schen Glashihnen versehen. Wenn man 3 cem. fir die Be- 
stimmung benutzt, entspricht jedem Cubikcentimeter verbrauchter Zehntel- 
normalsiiure 3 mg oder genau 0,1°o Harnstoff. 
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des Inhaltes in dem Literkolben fiir 25 Minuten erhalten 
wurde, einige Tropfen des Indicators (Rosolsaure) nicht fiirbte. 

Die oben beschriebene Methode der Harnstoffzersetzung 
kann ohne Weiteres mit den gebriiuchlichen Harnstoffbestim- 
mungsmethoden, wie der Moérner-SjOquist’schen oder der 
Pfliiger-Gumlich’schen, combinirt werden. Man_ braucht 
nur die den Harnstoff enthaltenden Filtrate in der Erlenmeyer- 
Flasche abzumessen, die tiberschiissigen Fliissigkeiten nach 
dem Ansiinren abzukochen und darnach ganz wie bei den 
Harnstoffldsungen zu verfahren. Statt Aetheralkohol (nach 
Morner und Sjéquist) oder Phosphorwolframsiure (nach 
Pfliiger) kann man auch das Kriiger-Wulff'sche Reagens 
(Kupfersulfat und Natriumbisulfit) benutzen, um den Harnstotf 
von den anderen Stickstofiverbindungen des Harns zu trennen. 
Ich habe indessen nur einen Versuch nach Kriiger und Wulff 
und zwar mit reiner Harnstoff- und reiner Harnsiiure gemacht: 

40.3 mg. Harnsiiure wurde mit Hilfe von 45 mg Lithiumearbonat 
in 90 cem. der obigen 2,015 °/oigen Harnstoffldsung II gelést. Die Harn- 
siiure wurde dann nach Kriiger!) durch Zusatz von 5 ccm. Natrium- 
bisulfitlbsung, 5 cem. Kupfersulfatlbsung und 2,5 cem. Bariumchloridlésung 
gefallt. &#cem. des Filtrates entsprechend 3,2 ccm. Harnstofflésung wurde 
durch Kochen mit Magnesiumchlorid zersetzt und das gebildete Ammoniak 
abdestillirt. 21,1 cem. nj1o NH, entsprechend 19,8 cem. nj1o NH, fiir 3 cei. 
Harnstofflésung wurde erhalten. 19,8 cem.n/1o NH, entspricht 1,98°/o Harnstott. 

Bei Vergleichung mit den jetzt gebriiuchlichen Methoden 
zur Zersetzung des Harnstoffs erschien diese Spaltung aber 
so glatt, dass man wohl hoffen durfte, den Harnstoff direkt 
im Harne, ohne vorherige Abtrennung anderer  Stickstoll- 
verbindungen, zersetzen und abdestilliren zu kénnen. Ich habe 
mehrere Versuche hieriiber gemacht und habe bis jetzt keine 
Harne gefunden, in denen die so erhaltenen Werthe nicht mit 
den aus den Moérner-Sjoquist schen Filtraten erhaltenen Re- 
sultaten iibereinstimmten. Eine weitere Reihe von. Versuchen 
wurde angestellt, um dieses Verfahren auch mit dem Pfliiger- 
Gumlich’schen Filtrate zu kontrolliren. Bisweilen, aber nicht 
immer waren dabei die Resultate tbereinstimmend. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XX, 5. 181. 


y 
| 
| 
Vee 
4 
: 
peat 
AN 


— 509 — 


Auf Grund meiner Untersuchungen iiber den Harnstoff- 
sehalt der Phosphorwolframsiiurefiltrate glaube ich mit allem 
Vorbehalte sagen zu diirfen, dass das in den letzten Jahren 
<o viel benutzte Pfliiger-Gumlich sche Verfahren der Harn- 
stoffbestimmung auf seine Genauigkeit bis jetzt nicht geniigend 
ceprift worden ist. Morner und Sjoquist haben in unzwei- 
deutiger Weise gezeigt, dass die urspriingliche Pfliiger’sche 
Methode in nicht verdiinnten Harnen viel zu niedrige Resultate 
gibt.1) Die genannten zwei Forscher haben dieses Harnstoff- 
deficit lediglich durch die Herausfiillung des Harnstoffs aus 
concentrirteren Harnen erklirt. Gumlich hat darauf Harne 
his zum specifischen Gewicht 1,017 verdiinnt und hat dann 
mit einem Phosphorwolframsiurepriiparat anscheinend richtige 
Resultate erhalten. Doch gibt er selbst an, dass er drei ver- 
schiedene Phosphorwolframsiiurepriiparate zur Verfiigung hatte, 
dass er aber nur mit einem von diesen zuverlissige Resultate 
erhielt. Mit den anderen zwei hat er Differenzen bis 25°/o 
erhalten. Gumlich hat leider nicht direkt angegeben, ob 
diese zwel unbrauchbaren Priiparate zu hohe oder zu niedrige 
Werthe leferten, aber aus dem Zusammenhang seiner Dar- 
stellung scheint es hochst wahrscheinlich, dass das _ letztere 
der Fall war.?) Wenn dem so ist, dann ist aber die Ver- 
schiedenheit der Praparate schwer zu erkliren, denn man 
kann wohl kaum annehmen, dass die zwei unbrauchbaren 
Priiparate etwas anders als Phosphorwolframsiiure mit harn- 
stolffallender Eigenschaft enthalten haben. Man konnte an die 
Zersetzung des Harnstoffes durch die Salzsiiure und die Aus- 
fillung des so abgespaltenen Ammoniaks durch die Phosphor- 
wolframsiiure denken. Berthelot und André 4) haben ja an- 
gegeben, dass in einer 2°/oigen Harnstoffl6sung, die 3°/o HCl 
enthilt, der Harnstoff durch 24stiindiges Stehen in der Kiilte 
bis zu 4%/o zersetzt wird. Diese Angaben Berthelot’s habe 
ich indessen nicht bestiitigen kénnen. Berthelot bestimmte 


1) Skand. Arch. f. Physiol., Bd. 2, 5. 466. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. XVII, 5. 12. 

3) Annales de chimie et de physique, Bd. [6| 11, 5. 319—32L1. 
Bulletin de la Société chimique, Bd. {2} 47, 5. 840. 
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das abgespaltene Ammoniak durch Abdestilliren mit einem 
Ueberschuss yon Magnesia. Eine einfachere Methode, um die 
Zersetzung des Harnstoffs durch verdiinnte ver- 
folgen, wiire wohl die direkte Titration der Salzsiiureharnstoff- 
lisung mit Hiilfe von Normalnatronlauge bei Anwendung yon 
Methylorange als Indicator. Ich habe auf diese Weise die 
Angaben von Berthelot und André zu_bestatigen versucht, 
habe aber keine nennenswerthe Zersetzung des Harnstolfs 
durch 2,32°/oige Salzsiiure nach 24stiindigem Stehen nach- 
weisen kénnen. Auch mit salzsiiurehaltiger Phosphorwolfram- 
siiure habe ich den Versuch wiederholt, aber mit dem gleichen 
Resultate. Die Endreaction bei der Titrirung von phosphor- 
wolframsiiurehaltiger Salzsiiure ist tibrigens auch bei sehr sorg- 
fiiltiger Arbeit zu unsicher, um kleine Verluste an Harnstolf 
nachweisen zu kénnen. Nach vollendeter Titrirung habe ich 
daher das abgespaltene Ammoniak durch Destillation mit 
Magnesia bestimmt.!) Aber auch so habe ich die Angaben 
Berthelot’s nicht bestiitigen kénnen, Priiformirtes Ammoniak 
war nur spurenweise vorhanden. 

Die von mir benutzte PhosphorwolframsiurelOsung ent- 
hielt 100 Phosphorwolframsiiure und 100 cem. Salzsiiure 
ispecifisches Gewicht 1,12) im Liter. Das Reagens erzeugte 
nach 2¢stiindigem Stehen eine deutliche Fiillung in 2°/oigen, 
nicht aber in 1°/oigen Harnstoffldsungen. 15 ecm. einer Harn- 
stoffldsung, die 1,534 g¢ Harnstoff in 100 cem. enthielt, wurde 
durch Zusatz von 10 cem. 0,85°%/oiger Ammonchloridlosung 
also bis zu einem Harnstoffgehalt von 0,92°/o verdiinnt. Nach 
Zusatz von ccm. Phosphorwolframsiure und 24stiindigem 
Stehen wurden 15 cem. des vollstiindig klaren Filtrates ent- 
nommen, concentrirt, durch Kochen mit Magnesiumchlorid 
zersetzt und das Ammoniak abdestillirt. 13,9 cem. n/io NH. 
entsprechend einem Harnstoffgehalt von 1,39°/o, wurden wieder- 
gefunden. Ein zweiter Versuch gab 1,41°/o Harnstoff. bin 
Verlust also von etwa 8°/o des gesammten Harnstoffs aus 


1, Siehe niachste Abhandlung iiber ein einfaches Verfahren zur 
Bestimmung des Ammoniaks im Harne. 
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einer 0,92 °/oigen Losung! Nach diesen und anderen mit Harnen 
angestellten Versuchen!) scheint es mir zweifelhaft, ob man 
durch Verdiinnung von Harnstoffldsungen bezw. Harnen die 
Ausfiillung des Harnstoffs durch Phosphorwolframsiiure bei 
Anwesenheit anderer, durch Phosphorwolframsiiure fallbarer 
Stickstoffverbindungen vollsténdig vermeiden kann. 

Bei Vergleichung mit der Morner-Sjéquist’schen 
Methode zur Bestimmung des Harnstoffs habe ich keine 
Schwierigkeiten gefunden, sondern stets gut iibereinstimmende 
Werthe erhalten. Bei der Handhabung dieser Methode der 
Harnstoffisolirung schien mir eine kleine Abiinderung vortheil- 
haft in der Weise, dass stets 9 cem. Harn mit 9 cem. alkali- 
scher Baryumchloridl6sung und 207 ccm. der Aetheralkohol- 
mischung ftir jeden Versuch benutzt wurden. 75 ccm. des 
Filtrates entsprechen dann 3 ecm. Harn. In dieser Weise 
umgeht man das schwierige Auswaschen der Aetheralkohol- 
liillung. Ueberdies hat man auch die Moglichkeit, weitere 
7) cem. des Filtrates fiir eine Parallelbestimmung zu erhalten. 
Ich habe auch unterlassen, den Aetheralkohol bei alkalischer 
Reaction abzudunsten, sondern habe sogleich etwas Salzsiiure 
zuigesetzt und den Aetheralkohol abgekocht. Dies erschien 
zweckmiissiger, weil ohnehin spiiter das priformirte Ammoniak 
zwecks Vergleichung mit der Phosphorwolframsiiuremethode 
bestimmen war. 

Als Beispiele mégen die folgenden Harnstoffbestimmungen 
dienen : 

Harn 

a 3 cem. Harn, mit 20 g Magnesiumchlorid und 2 ccm. HCl er- 
hitzt und destillirt, ergab 18.2 ccm. nio NHsg. 

Priiformirtes Ammoniak, gesondert bestimmt, entsprach fiir 
4-cem. Harn 0,63 cem. NH,. 

Das Harnstoffammoniak ist demnach 18,2 ccm. — 0,63 ccm. n‘10 NH, 
= 17.57 njto NH, = 1,75 Harnstoff. 

b) 75 ccm. eines Mirner-Sjéquist’schen Filtrats, entsprechend 
3 cem. desselben Harns, ergab nach Abkochen des Aetheralkohols und 
nachheriger Behandlung mit Magnesiumchlorid ete. 17.85 cem. nj/1o NH,. 


1) Siehe unter Harn V, folgende Seite. 
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Das Harnstoffammoniak ist demnach 17,85 ccm. — 0,63 nio NH, = 17.22 
ccm. NH, = 1,72 °/o Harnstoff. 


Harn IL. 


a) 4 ccm. Harn, mit Magnesiumchlorid ete. direkt behandelt, erga} 
14,7 ccm. NH,. Praformirtes Ammoniak = 0,7 cem. Das 
Harnstoffammoniak ist demnach 14,7 ccm. — 0,7 cem. nio NH, = 
14 ccm. NH, = 1,40°0 Harnstoff. 

b) 12 ecm. entsprechend 3 ccm. des- 
selben Harns, abgekocht und mit Magnesiumchlorid etc. behandelt, ergal 
14,2 ccm. NH,, entsprechend 1,42°/o Harnstoff. 


Harn III. 
a) 3 cem. Harn, mit Magnesiumchlorid etc. behandelt, erga) 
21,2 cem. njto NH;. Praformirtes Ammoniak = 0,75 cem. NH... 


Das Harnstoffammoniak entspricht demnach 21,2 cem. — 0,75 ccm. n/1o NH, 
== 20,45 ccm. NH, = 2,0456°'0 Harnstoff. 

b) 75 cem. eines Mérner-Sjéquist’schen Filtrats, entsprechend 
3 ccm. desselben Harns, ergab nach Abkochen des Aetheralkohols und 
nachheriger Behandlung mit Magnesiumchlorid ete., 21,5 cem. nj1o Ni, 
Das Harnstoffammoniak ist daher 21,5 cem. — 0,75 ccm. nj1o NH, 
== 20,75 ccm. NH, = 2,075°/o Harnstoff. 


Harn IY. 


a) 3 ecm. Harn, nach Magnesiumchloridbehandlung ete., ergah 
19,9 com. nto NH,. Das praformirte Ammoniak = 0,8 cem. 
Das Harnstoffammoniak entspricht demnach 19,9 ccm. — 0,8 ccm nto NH, 
= 19,1 ccm. n/to NH, = 1,91°/o Harnstoff. 

b) 75 cem. eines MOrner-Sjéquist’schen Filtrats, 3 cem. Harn 
entsprechend, ergab 20,5 cem. nj1to NH, Das Harnstoffammoniak ist 
demnach 20,5 — 0,8 cem. NH, = 19,7 cem. NH, = 1.91°» 
Harnstoff. 

15 cem. eines Phosphorwolframsaurefiltrats, entspreehend 3 
desselben Harns, ergab 19,1 cem. n1io NH, = 1,91 °/o Harnstoff. 


Harn (Pneumonie, eiweisshaltig). 


a) 3cem.Harnnach der Magnesiumchloridbehandlung ergab 30,2 ¢cin. 
NH,. Das praformirte Ammoniak == 1,4 ccm. nio NH,. Das Harn- 
stoffammoniak entspricht demnach 30,2 cem. — 1,4 ccm. nio NH, = 
28.8ccm. njio NH, = 2,88° 0 Harnstoff. 

al) 3 ccm. desselben Harns, nach Entfernung des Eiweisses (dure! 
Kochen mit etwas Fssigsaéure), ergab nach der Magnesiumchloridbehan«- 
lung 29,9 ccm. n/to NH,. Das Harnstoffammoniak entspricht demnach 
29,9 com. — 1,4ecm. NH, = 28,5 ccm. NH, = 2,85°/o Harnstotl. 

b) 75 cem. eines Mérner-Sjéquist’ schen Filtrats, entsprechend 
3 cem. Harn, ergab 29,9 ccm. n/1o entsprechend also 2,85 °/o Harnsti fl 
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c) 15 ccm. Phosphorwolframsiurefiltrat, entsprechend 3 ccm. Harn, 
ergab 25,8 ccm. njio NH, = 2,58°/o Harnstoff. 
Ein zweiter Versuch ergab 2,575°/o Harnstoff. 


Bei den beiden letzten Versuchen war der Harn vor dem 
Phosphorwolframsiiurezusatz mit 2 Volumina Wasser, also 
bis zu etwa 0,9°/oigem Harnstoffgehalt, verdiinnt. Ein dritter 
Versuch wurde darauf in der Weise gemacht, dass 12,5 cem. 
Harn mit 4 Volumina (50 ccm.) Wasser vor dem Phosphor- 
wolframsiiurezusatz (25 ccm.) verdiinnt wurde. Nach 22stiin- 
digem Stehen wurden drei Proben von je 21 ccm. (entsprechend 
3 ccm. Harn) bis zu etwa 5 cem. eingedampft und darauf in 
gewohnlicher Weise mit Magnesiumchlorid und Salzsiiure ge- 
kocht und das Ammoniak abdestillirt. Es wurden erhalten 
27 cem., 26,8 ccm. und 27,1 cem. n/1o NH,, entsprechend 
einem Harnstoffgehalt von 2,70°/o. 

Hier war also ein Harn, bei dem ich den Harnstoff von 
den anderen Stickstoffverbindungen durch Phosphorwolfram- 
siiure nicht trennen konnte. Verschiedene andere Fieberharne, 
besonders aber Pneumonieharne, die Eiweiss und grodssere 
Mengen Ammoniak enthielten, haben dieselben Resultate ergeben. 

Die Ergebnisse meiner Untersuchung sind daher folgende : 

1. Krystallisirtes Magnesiumchlorid, MgCl,, 6 H,O, siedet 
in seinem Krystallwasser bei etwa 160°. Harnstoff wird durch 
eine solche siedende Magnesiumchloridlésung binnen einer 
halben Stunde quantitativ in Ammoniak und Kohlensiure ge- 
spalten. Diese Methode der Zersetzung des Harnstoffs eignet 
sich gut zu Harnstoffbestimmungen. Man braucht nur die 
Harnstofflésung bezw. die aus Harnen erhaltenen Harnstoff- 
filtrate bei saurer Reaction bis zu etwa 5 ccm. einzudampfen, 
Magnesiumchlorid und etwas Salzsiiure zuzusetzen, noch etwas 
mehr Wasser durch Eindampfen zu entfernen und schliesslich 
fiir eine weitere halbe Stunde im Sieden zu erhalten. Ein 
geringer Theil des Magnesiumchlorids wird dann durch Zusatz 
von etwas Natronlauge in Magnesiumhydrat umgewandelt und 
das Ammoniak abdestillirt. 

2. Um Filtrate aus dem Harn zu bekommen, die allen 
Harnstoff enthalten, eignet sich die Moérner-Sjéquist’sche 
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Methode besser als die Phosphorwolframsiuremethode von 
Pfliger-Gumlich, denn die letztere fiillt bisweilen Harnstoff, 
auch wenn der Harn bis zu 0,9°/oigem Harnstoffgehalt verdiinnt 
worden ist. 

3. Halbstiindiges Kochen mit salzsiéurehaltigem Magne- 
siumchlorid sowie die nachherige Destillation mit Magnesia sind 
verhiiltnissmissig sehr schwache Eingriffe. Daher kann man 
auch allem Anscheine nach Harne direkt ohne vorherige Ab- 
trennung anderer Stickstoffverbindungen in obiger Weise be- 
handeln und zuverlissige Werthe ftir deren Harnstoffgehalt 
erzielen. 

Diese einfache Methode der Harnstoffbestimmung = wird 
dann in folgender Weise ausgefiihrt: 3 ccm. Harn, 20 g 
Magnesiumchlorid und 2 cem. concentrirter Salzsaure werden 
in einer Erlenmeyer-Flasche (200 cem. Inhalt) unter Benutzung 
eines kurzen Riickflussrohrs (200 mm. & 10 mm.) gekocht, 
bis die aus dem Rohr zuriickfliessenden Tropfen unter zischen- 
dem Geriiusch in die Mischung, welche sich in der Flasche 
befindet, zuriickfallen. Das Kochen wird dann in miissiger 
Weise 25 bis 30 Minuten fortgesetzt; mit Wasser vorsichtig 
verdiinnt, in einen Literkolben gespiilt und das Ammoniak 
nach Zusatz von etwa 7 cem. 20°/oiger Natronlauge 
destillirt. Gewodhnlich miissen etwa 350 abdestillirt 
werden (was etwa 60 Minuten in Anspruch nimmt), bevor 
alles Ammoniak entfernt ist. Das Destillat wird aufgekocht, 
abgekiihlt und titrirt. Jedem im Destillate enthaltenen Cubik- 
centimeter nio NH, entspricht 38 mg oder 0,1°/o Harnstoff. 
Die Correcturen fiir den Ammoniakgehalt des angewandten 
Magnesiumchlorids, sowie tiir das priiformirte Ammoniak des 
Harns, miissen gesondert ermittelt werden. 


Waverley, Mass. U.S.A., April, 1901. 
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Ein einfaches Verfahren zur Bestimmung des Ammoniaks 
im Harne. 


Von 
Otto Folin. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des «Mc. Lean Hospital» fiir Irrenkranke, 
Waverley, Mass. U. S. A.) 


(Der Redaction zugegangen am 4. Mai 1901.) 


Nach der Methode von Schliésing sind mehrere Tage 
nothig, um eine Ammoniakbestimmung im Harne zu machen. 
Die Methode ist wohl auch etwas unsicher, denn erstens weiss 
man nicht, wie lange die Harnprobe stehen muss, um alles 
Ammoniak abdunsten zu lassen, und zweitens wird Harnstoff 
in wasseriger LOsung, wenn auch sehr langsam, zersetzt. 

Das folgende einfache Verfahren scheint nun ganz zu- 
verlaissige Werthe fiir den Ammoniakgehalt in Harnstoff- 
ljsungen bezw. in Harnen zu geben: 

Die Harnstofflosung, bezw. der Harn, wird mit 400. bis 
900 com. Wasser verdiinnt und mit gebrannter Magnesia bezw. 
mit Kalkwasser eine bestimmte Zeit gekocht, um alles prii- 
formirte Ammoniak abzutreiben. 45 Minuten, die Zeit des 
Anwiirmens nicht mitberechnet, geniigen, um dieses Ziel zu 
erreichen. Darauf Offnet man (wiihrend die zum Kochen be- 
nutzte Gasflamme unveriindert bleibt) den Destillationskolben 
und ftigt eine dem ersten Destillat anniihernd gleiche Menge 
kochendes Wasser hinzu. Das Kochen wird darauf noch 
45 Minuten fortgesetzt und dieses zweite Destillat wie das 
erste in einer mit Zehntelnormalsiiure beschickten Vorlauge 
aufgefangen. 

Die Bestimmung des_ priformirten Ammoniaks durch 
Titrirung dieser beiden Destillate beruht auf der Annahme, 
dass die Zersetzung des Harnstoffs (die jedenfalls ganz klein 
ist) gleichmiissig vor sich geht und dass daher das erste 
Destillat eine aus zersetztem Harnstoff stammende Menge 
Ammoniak enthiilt, die dem Ammoniakgehalt des zweiten 
Destillates gleich ist. Ist diese Annahme aber erlaubt, so 
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braucht man nur die Ammoniakmenge des zweiten Destillates 
von dem gesammten Ammoniak des ersten Destillates abzu- 
ziehen, um die Menge des priformirten Ammoniaks zu finden. 
Folgender Versuch zeigt die Richtigkeit dieser Voraussetzung. 

10 ccm. Harnstoffldsung (1,538°/o) und 5 cem. einer 
Ammonchloridlésung wurden in einem Literkolben auf etwa 
450 ccm. verdiinnt. Es wurde gebrannte Magnesia (0,5 g) 
zugesetzt und die Mischung zweimal in oben genannter Weise 
destillirt. Das erste Destillat enthielt 9,9 cem. n/1o NHg, das 
zweite 1,7 ccm. n/so NH,. Das aus dem Ammonchlorid stam- 
mende Ammoniak sollte demnach 8,2 ccm. n‘10 NH, gleich 
sein. 5 cem. Ammonchloridlésung wurden darauf ohne Harn- 
stoffzusatz bis auf etwa 450 ccm. verdiinnt und dessen Ammoniak 
durch Kochen mit Magnesia abgetrieben. Das in dieser Weise 
erhaltene Ammoniak entsprach 8,1 n/1o NH. 

Ein weiterer Beweis fiir die principielle Richtigkeit dieses 
Verfahrens der Ammoniakbestimmung ist die Thatsache, dass 
der Ammoniakgehalt einer dritten und vierten Destillation bei 
genauem Arbeiten dem Ammoniakgehalt des zweiten Destillates 
gleich ist. Dieser Befund, wie das ganze Princip dieser 
Ammoniakbestimmungsmethode ist tibrigens schon vor 14 Jahren 
von Berthelot, der die Methode in aéhnlicher Weise anwandte, 
beschrieben worden. Doch waren mir die Angaben Ber- 
thelot’s nicht bekannt. Ich habe sie erst nachher zufilliger 
Weise gefunden, als ich Gelegenheit hatte, Berthelot’s An- 
gaben tiber die Zersetzlichkeit des Harnstoffs durch verdiinnte 
Salzsiiure nachzusehen.') Uebrigens ist meines Wissens das 
Princip noch nie benutzt worden, um Ammoniakbestimmungen 
im Harne zu machen. 

Ein weiterer Versuch, um die Zuverlissigkeit der Methode 
zu priifen, wurde in folgender Weise angestellt: 

10 cem. Harn, auf 450 cem. verdiinnt, wurden zweimal 
45 Minuten lang, wie oben, destillirt. Das erste Destillat 
enthielt 4,5 cem. n/1io NH, das zweite 2,2 ecm. n/1o.NH,. Das 
priformirte Ammoniak entsprach demnach 4,5 ccm. weniger, 


1) Siehe meine vorhergehende Abhandlung iiber «Eine neue Me- 
thode zur Bestimmung des Harnstoffs 1m Harne>. 
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2.2 ccm. oder 2,3 com. nio NH,. 10 ccm. desselben Harns 
und 5 ccm. des obigen Ammonchlorids wurden zweimal 
45 Minuten lang destillirt. Das erste Destillat enthielt 12,6 cem. 
n 10 NH, das zweite 2,35 cem. n/1o NH,. Das aus dem Ammon- 
chlorid herstammende Ammoniak ist demnach die Differenz 
zwischen 12,6 ccm. n/iio NH, und der Summe von 2,55 ccm. 
-_ 2,3 ccm. n/io NH, (das im Harn priéexistirende +- das 
aus zersetzten Harnstoff erhaltene Ammoniak). Also wurden 
wiedergefunden 7,95 ccm. n/io NH, anstatt 8,1 cem. NH,g, 
die thatsiichlich dem Harné zugesetzt worden waren. Der in 
obigen Versuchen benutzte Harn wurde auf seinen Ammoniak- 
gehalt auch nach Schlésing untersucht. Nach 6 tiigigem 
Stehen fanden sich darin 2,4 ccm. n/io NH,, also nur 0,1 cem. 
nio NH, mehr, als nach dem obigen Destillationsversuch. Ein 
anderer Versuch nach Schlosing ergab aber nach 10 tigigem 
Stehen 2,95 NHzg. 

Ein eiweisshaltiger Harn, der auch zu Harnstoffbestim- 
mungen angewandt wurde (siehe vorstehende Abhandlung 
Harn V), wurde auf seinen Ammoniakgehalt in folgender 
Weise geprift: 

In einer Probe wurde das Eiweiss durch kurzes Erhitzen 
mit etwas Essigsiiure entfernt. 20 ccm. des Filtrates wurden 
zweimal destillirt. Es ergaben sich 17,3 cem. und 7,8 ccm. 
110 NH,, entsprechend einem Ammoniakgehalt von 9,5 ccm., 
nio NH,. Ein zweites Filtrat (20 ccm.) wurde viermal je 
45 Minuten lang destillirt. Es wurden erhalten: 18,1 ccm., 
8,8 cem., 8,85 ecm. und 8,8 ccm. n/io NH,. Dieser Versuch 
ergab also einen Ammoniakgehalt des Harns von 9,3 ccm. 
nio NH,. Derselbe Harn wurde auch nach vorheriger Ab- 
trennung des Eiweisses zu Ammoniakbestimmungen benutzt. 
Aus 20 eem. Harn wurden dabei erhalten 16,9 cem., 7,8 cem., 
7,69 com. und 7,7 cem. n/10o NH,, entsprechend einem Ammoniak- 
gehalt von 9,2 ccm. no NH,. Nach Schloésing (7 tiigigem 
Stehen) wurden aber 11,7 cem. niio NH, aus 20 ccm, Harn 
erhalten. Ein Theil dieses Ammoniaks ist wohl aus dem bei 
diesem Versuche nicht entfernten Eiweiss entstanden. 

Waverley Mass. U. S. A., April 1901. 
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Ueber eine bisher unbekannte reducirende Substanz des Blutes. 
Von 
Dr. med. Paul Mayer (Berlin-Karlsbad). 


(Aus dem chemischen Laboratorium des pathologischen Instituts zu Berlin.) 


(Der Redaction zugegangen am 13. Mai 1901.) 


Durch die Arbeiten von Magendie, Claude Bernard 
und anderen Forschern ist es festgestellt, dass das Blut eine 
reducirende, mit Hefe vergiihrbare Substanz enthélt, welche 
die Ebene des polarisirten Lichtes nach rechts dreht; und seit 
Langem ist man gewoOhnt, diesen Korper als Traubenzucker 
anzusprechen. Die fortschreitende Entwicklung der Kohlen- 
hydratchemie hat uns jedoch gelehrt, dass die erwahnten 
Kigenschaften fiir die Identificirung eines KOrpers als Trauben- 
zucker nicht geniigen, und so ist der exacte Beweis, dass die 
Glucose ein normaler Bestandtheil des Blutes ist, eigentlich 
erst durch Pickardt') erbracht worden, der aus dem Blute 
das Phenylosazon des Traubenzuckers dargestellt hat. 

In Beriicksichtigung des Umstandes, dass durch die titri- 
metrische Bestimmung des Blutzuckers regelmdssig hohere 
~Werthe als durch die Polarisation gefunden werden, haben 
einzelne Autoren die Vermuthung ausgesprochen, dass das Blut 
ausser dem Traubenzucker noch andere reducirende Substanzen 
enthalten miisse, die von einigen als Kreatinin, von anderen 
als Harnsiiure aufgefasst worden sind. Die bei weitem  be- 
merkenswerthesten Untersuchungen iiber diese Frage hat Otto) 
ausgefiihrt, der durch genaue quantitative Bestimmungen fes!- 


1) M. Pickardt, Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XVII, 1892; s. a. 
Miura, Zeitschr. f. Biol., 32, 1895. 
2) Otto, Pfliiger’s Archiv, Bd. 35, 1885. 
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gestellt hat, dass im Blute ausser der gahrungsfihigen Dextrose 
noch eine giihrungsunfihige reducirende Substanz vorkommt, 
iiber deren chemische Natur der Autor, wie er selbst hervor- 
hebt, nichts Sicheres auszusagen wagt. 

Merkwiirdiger Weise haben die Ergebnisse Otto’s keinen 
nennenswerthen Einfluss auf die Lehre von dem Zuckergehalt 
des Blutes gehabt, wohl hauptsiichlich deshalb, weil seit der 
Entdeckung des Jecorins durch Drechsel?) und dem Auffinden 
dieses Kérpers im Blute durch Baldi?) alle Autoren, die sich 
mit den reducirenden Stoffen des Blutes beschiftigt haben, ihr 
Interesse fast lediglich dem Jecorin zugewendet haben. 

Gestiitzt auf die Thatsache, dass das Jecorin eine redu- 
cirende und in Aether lésliche Substanz ist, hat zuerst Ja- 
cobsen%) die gihrungsunfihige reducirende Substanz des 
Blutes fiir Jecorin erklirt, weil dieselbe in den Aetherextract 
des Blutes tibergeht; und die weiteren Forschungen dieses 
Autors gehen von der Voraussetzung aus, dass alle iitherlés- 
lichen reducirenden Substanzen des Blutes Jecorin sein miissen. 

Obwohl nun die chemische Constitution des Jecorins 
noch keineswegs vollig aufgekliirt ist, obwohl die Identitit 
des Blutjecorins mit dem Drechsel’schen Leberjecorin durch- 
aus noch nicht sicher feststeht, und wir nicht einmal tiber 
die Natur des aus den verschiedenen jecorinartigen Substanzen 
abzuspaltenden Kohlehydrates gentigend orientirt sind, haben 
doch alle folgenden Untersucher Henriques, Bing, Kolisch 
und Steyskal*) die Voraussetzung Jacobsen’s als Thatsache 
hingenommen, ohne mit der Méglichkeit zu rechnen, dass im 
Blute noch andere reducirende Substanzen vorhanden sein 
konnen, die gleichfalls in Aether léslich, aber nicht mit dem 
Jecorin identisch sind. Enthilt aber das Blut solche Koérper, 

1) Drechsel, Ber. d. sichs. Ges. d. Wissensch., 1886, 5. 44. 

2) Baldi, Du Bois-Reymond’s Archiv, physiol. Abth., 1887, Suppl. 
S. 100. 

3) Jacobsen, Centralbl. f. Physiol., 1892, Heft 13. 

4) V. Henriques, Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXIII, 1895. — 
Bing, Centralbl. f. Physiol., 1898, Heft 12. — Kolisch u. Steyskal. 


Wiener klin. Wochenschr., 1897, S. 1101—1103, und Wiener klin. Wochen- 
schrift, 1898, S. 135. 


4 


— 520 — 


so mussten sich nothwendiger Weise Thatsachen ergeben, die 
mit der erwihnten Annahme der Autoren schwer vereinbar 
waren; und so finden wir denn in den verschiedenen Blut- 
jecorinarbeiten eine Reihe von Befunden, deren Deutung auf 
Schwierigkeiten st6sst, welche zum Theil nur durch die Formu- 
lirung recht unsicher begriindeter Hypothesen umgangen werden. 

Die wichtigsten Schliisse, welche die genannten Autoren 
aus ihren Untersuchungen ziehen, sind die, dass das Jecorin 
des Blutes eine Verbindung von Lecithin und Glucose ist, und 
dass der Traubenzucker nur zum kleinsten Theil praformirt, 
vielmehr zum iiberwiegenden Antheil an Lecithin gebunden, 
eben als Jecorin, im Blute kreist. 

Um zu zeigen, auf wie unsicheren Ergebnissen diese 
Schlussfolgerungen aufgebaut sind, médchte ich nur auf die 
letzte Arbeit von Bing!) aus dem Jahre 1899  hinweisen. 
Bing ist es gelungen, durch Zusammenbringen von Glycose 
und Lecithin Lecithinglycose, also nach der Vorstellung der 
Autoren Jecorin darzustellen. Da nun beim Eintrocknen einer 
alkoholischen Liésung von Zucker, die gleichzeitig Lecithin eut- 
hilt, Lecithinzucker entsteht, so muss Bing selbst zugeben, 
dass bei der Verarbeitung eines alkoholischen Blutextractes 
die Moglichkeit einer Lecithinzuckerbildung gegeben ist, dass 
es daher gar nicht entschieden ist, ob das Jecorin wirklich 
im Blute priiformirt ist oder nicht einfach ein Laboratoriums- 
produkt darstellt. 

Fiir diese letztere Méglichkeit sprechen jedenfalls Dialysir- 
versuche, die Bing selbst angestellt hat, und die, sowie tibrigens 
bereits friihere Versuche von Arthus,*) gezeigt haben, dass 
der Zucker aus dem Blut bis zum Gleichgewicht zwischen 
Innen- und Aussenfliissigkeit diffundiren kann. Schon  friher 
war dieser von Arthus erhobene Befund gegen die von 
Schenk) aufgestellte, spiiter aber von ihm selbst widerrufene 
Anschauung, dass der Zucker nicht frei gelést, sondern an 
Eiweiss gebunden im Blute circulirt, ins Feld gefiihrt worden. 


1) Bing, Skandin. Archiv f. Physiologie, 1899, Nr. 9. 
“) Arthus, nach Maly’s Jahresbericht 1890. 
3) Schenk, Pfliiger's Archiv 46, 607. 
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Bing selbst betont nun zwar, dass das Ergebniss seiner 
Dialysirversuche nicht gut mit der Annahme einer Bindung 
des Zuckers vereinbar ist, hilft sich aber mit der Hypothese, 
dass bei diesem Diffusionsprocess méglicher Weise der Lecithin- 
zucker in seine Componenten zerlegt wird. 

Kolisch und Steyskal gehen in ihren Schlussfolgerungen 
noch weiter, indem sie gleichsam eine doppelte Bindung des 
Traubenzuckers im Blute annehmen. Da némlich diese Forscher 
gefunden haben, dass dem Blute zugesetztes Jecorin nach dem 
Trocknen tiber Schwefelsiure durch Aether leicht extrahirbar 
ist, wihrend das im Blute circulirende Jecorin nur dann vom 
Aether aufgenommen wird, wenn vorher die EiweisskOrper 
durch Alkohol gefillt werden, so folgern sie, dass das Jecorin 
nicht frei, sondern an Eiweiss gebunden im Blute kreist, und 
dass diese Eiweissverbindung erst durch die Wirkung des 
Alkohols gespalten wird. Diese Anschauung scheint mir schon 
im Hinblick auf die erwiihnten Dialysirversuche nicht haltbar 
zu sein, ganz abgesehen davon, dass eine spaltende Wirkung 
des Alkohols auf Eiweissverbindungen bisher nicht als sicher 
erwiesen gilt. Allerdings hat Hoppe-Seyler seiner Zeit die 
Méglichkeit offen gelassen, dass das Vitellin des Eidotters eine 
durch Alkohol spaltbare Lecithinverbindung sei. Auch Pekel- 
haring’) nimmt eine spaltende Wirkung des Alkohols auf 
das von ihm dargestellte Pepsin an, und in neuester Zeit 
haben sich Nencki und Sieber?) ebenfalls dahin ausge- 
sprochen, dass das Waschen mit Alkohol zersetzend auf 
complicirte Eiweissverbindungen, wie das von ihnen erhaltene 
Pepsin, einwirkt. 

So sehen wir denn, wie schwankend der Boden ist, auf 
dem sich unsere Vorstellungen tiber die Rolle des Jecorins im 
Blute bewegen, und ohne die Existenz des Jecorins im 
Blut irgendwie bezweifeln zu wollen, glaube ich doch, dass 
die bisherigen Untersuchungen nicht ausreichen, um sichere 
Schliisse aus denselben ziehen zu kénnen oder gar neue 


1) Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXII, 8. 233. 
2) Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXXII, S. 317. 
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Theorien tiber den Entstehungsmodus der pathologischen Glyco- 
surien zu construiren.!) 

Bevor ich auf meine eigenen Untersuchungen eingehe, 
muss ich noch einer in jiingster Zeit erschienenen Arbeit von 
Pavy und Siau*) Erwahnung thun. Aus der iibrigens schon 
von Anderen festgestellten Thatsache, dass nach der Einwirkung 
einer Mineralsiure das Reductionsvermégen des Blutes zunimmt, 
schliessen Pavy und Siau auf die Anwesenheit eines zweiten 
Kohlehydrates im Blut. Sie fanden nun bei der Osazondar- 
stellung ausser dem typischen Glucosazon stets noch eine 
andere, erst beim Erkalten ausfallende Verbindung, die den 
Schmelzpunkt von 157—158° zeigte, und die sie deshalb als 
das Osazon der Isomaltose ansprechen. Lediglich auf Grund 
dieser Schmelzpunktsbestimmung halten die Autoren es fiir er- 
wiesen, dass die Isomaltose ein normaler Bestandtheil des 
Blutes ist. Mir erscheint der Beweis hierfiir keineswegs in 
sicherer Weise erbracht zu sein. Denn vor Allem geht es 
nicht an, allein aus der Schmelzpunktsbestimmung einer durch 
Trennung von einem anderen Osazon gewonnenen Pheny!l- 
hydrazinverbindung bindende Schliisse auf die Natur eines 
Kohlehydrates zu ziehen. Wer nur einige Erfahrungen aut 
diesem Gebiete besitzt, wird zugeben, dass man in der Deu- 
tung derartiger aus complicirten Gemischen erhaltenen Pheny!- 
hydrazinverbindungen ungemein vorsichtig sein muss; und dies 
gilt ganz besonders fiir eine Substanz wie die Isomaltose, 
deren natiirliches Vorkommen itiberhaupt noch gar nicht so 
feststeht, wie vielfach angenommen wird. Zudem zeigt der 
Schmelzpunkt von 157—158° eine fast vollkommene Ueber- 
einstimmung mit dem Schmelzpunkt der Pentosazone, und ich 
konnte in einer friiheren Arbeit nachweisen,?) dass auch die 
Glucuronsiure eine Phenylhydrazinverbindung liefern’ kann, 
deren Schmelzpunkt bei 159—-164° liegt. Aus diesen Griinden 
bediirfen auch die Angaben iiber das Vorkommen der Isomal- 
tose im Blut einer erneuten Prifung. 


!) Kolisch, Verhandl. des Congr. f. inn. Med., 1900, S. 579. 
“) Pavy u. Siau, The journal of Physiologie, XXVI, 3 u. 4, 1901. 
3) P. Mayer, Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXIX, 1900, Heft 1. 
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Pavy und Siau erachten allerdings nach ihren Unter- 
suchungen das Vorkommen der Isomaltose im Blut fiir sicher 
bewiesen, weil sie auch aus dem Harne Phenylhydrazinverbin- 
dungen vom Schmelzpunkt 157° erhalten haben. Sehr be- 
merkenswerth erscheint die Angabe der Autoren, dass_ sie 
dieses Osazon am hiufigsten aus diabetischen Harnen isoliren 
konnten, die nur noch Spuren von Zucker, dafiir aber grosse 
Mengen von «JIsomaltose» enthielten. Da ich in derartigen dia- 
betischen Harnen wiederholt eine gesteigerte Glucuronsiiureaus- 
scheidung constatirt habe,!) und da eine Phenylhydrazinverbin- 
dung der Glucuronsiiure vom Schmelzpunkt 159—164° existirt, 
so ist die Méglichkeit nicht von der Hand zu weisen, dass 
der Kérper, den Pavy und Siau als Isomaltose angesprochen 
haben, Glucuronsiiure ist, zumal sie in unbewusster Bestitigung 
meiner eigenen Angaben mittheilen, dass diese diabetischen 
Harne nach dem Vergiihren des Zuckers eine ausgesprochene 
Linksdrehung zeigen und eine deutliche Reduction, die nach 
dem Kochen mit Séiure zunimmt. Es ist also sehr wohl modg- 
lich, dass auch das von Pavy und Siau aus dem Blute ge- 
wonnene Osazon eine Phenylhydrazinverbindung der Glucuron- 
siure gewesen ist. 

Was nun endlich meine eigenen Untersuchungen anlangt, 
so kniipfen dieselben an die erwiihnten Befunde von Otto an. 
Ich habe zunachst acht Versuche mit Kaninchen- und Rinder- 
blut angestellt und in einem Falle auch menschliches, durch 
Aderlass gewonnenes Blut verarbeitet. Es wurden stets 100 
bis 200 cem. des frischen Blutes nach der Abeles’schen 
Methode enteiweisst, und die vollig eiweissfreien zuckerhaltigen 
LOsungen im Brutschrank bei 34° vergohren. In sechs Ver- 
suchen liess ich die Vergiihrung 12—15 Stunden andauern, 
nach welcher Zeit der Zucker, wie ich mich durch eine noch- 
malige Gahrungsprobe tiberzeugt habe, stets vollkommen ver- 
gohren war, wiihrend ich in zwei Fillen die Vergiihrung auf 
24 Stunden ausdehnte. In den ersten sechs Versuchen konnte 
ich nun ausnahmslos nach dem Vergiihren des Zuckers ebenso 


1) P. Mayer’ Deutsche medic. Wochenschr., Nr. 16 u. 17, 1901. 
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wie Otto eine deutliche Reduction nachweisen. Die Lésungen 
gaben aber ausserdem regelmiissig die Phloroglucinprobe und, 
zum Theil allerdings erst nach geniigender Concentration, eine 
mehr oder minder starke Orcinreaction. Da nun bekanntlich 
die Hefepartikel aus vergohrenen Fltssigkeiten sich nur schwer 
bis auf die letzten Spuren entfernen lassen, so war es denk- 
bar, dass diese Reactionen durch Kohlenhydratbestandtheile der 
Hefe veranlasst waren, obwohl ich diese Fehlerquelle durch 
wiederholtes Filtriren und Absetzenlassen der Loésungen unter 
Beniitzung des besten Filtrirpapiers von vornherein § auszu- 
schliessen bemiiht war. Ich tiberzeugte mich jedoch durch 
in derselben Weise ausgefiihrte Kontrollversuche an_ ver- 
gohrenen ‘Traubenzuckerlésungen, dass dieselben weder die 
Phloroglucin- noch die Orcinreaction geben, so dass der positive 
Ausfall dieser Proben auf im Blute selbst vorhandene Sub- 
stanzen bezogen werden musste. Da die Phloroglucin- und 
Orcinprobe vor Allem den Pentosen und der Glucuronsiiure 
zukommen,!) so war es sehr wahrscheinlich, dass die nach 
dem Vergiihren des Zuckers noch vorhandene Reduction des 
Blutes durch Pentosen oder Glucuronsiiure hervorgerufen wird. 

Die polarimetrische Untersuchung der vergohrenen, sicher- 
lich eiweissfreien Lésung ergab nun jedesmal eine deutliche 
Linksdrehung, die in einem Falle sogar 0,4°/o, auf Traubenzucker 
berechnet, betrug. In der Annahme, dass diese Linksdrehung 
durch eine gepaarte Glucuronsiiure veranlasst war, erhitzte ich 
die Fliissigkeiten wahrend einer Stunde im Autoclaven mit so vie! 
concentrirter Schwefelsiiure, dass die LOsung einer 1°/oigen 
H,SO, Losung entsprach. Der Erfolg dieser Operation war der, 
dass in allen sechs Fiillen die Linksdrehung verschwand, wihrend 
ich allerdings nur in einem Versuch eine schwache, aber unver- 
kennbare Rechtsdrehung constatiren konnte. Der Umstand, dass 
es mir unter sechs Versuchen nur einmal gelang, durch die 


1) Vor Kurzem hat Neuberg (Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. XXX1. 
Heft 5 u. 6, 1901) festgestellt, dass auch andere Substanzen aus der 
Reihe der Kohlehydrate diese Proben geben (Glycerose, Glycerinaldehy. 
Formose, Aldehydschleimsiiure etc.). Diese kénnen jedoch hier kaum in 
Betracht kommen. 
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Spaltung mit Siure eine Rechtsdrehung hervorzurufen, konnte 
keineswegs gegen das Vorhandensein einer gepaarten Glucuron- 
siiure sprechen; denn bekanntlich wird die Glucuronsiure in 
dem Maass, wie sie abgespalten, zum Theil wieder durch 
die Séure unter Furfurolbildung zersetzt, so dass es bei sehr 
geringen Mengen, um die es sich hier nur handeln konnte, 
lediglich von zufalligen Momenten abhiingt, ob nach der Spal- 
tung eine Rechtsdrehung auftritt, da man es eben nicht in der 
Hand hat, ein Optimum in der spaltenden Wirkung der Schwefel- 
siiure zu erzielen. 

Im Gegensatz zu den Resultaten dieser Versuche habe 
ich in den zwei Fallen, in welchen ich die Vergiahrung 
24% Stunden andauern liess, keinen der soeben besprochenen 
Befunde constatiren kénnen. Beide Male erhielt ich nach der 
24stiindigen Vergiithrung LOsungen, die optisch inactiv waren, 
Fehling sche Lésung nicht reducirten und weder die Phloro- 
glucin, noch die Orcinprobe gaben. Es musste also die frag- 
liche Substanz mit dem Zucker mitvergohren sein; und dieser 
Befund liisst es sehr wahrscheinlich erscheinen, dass auch in 
den friiheren positiven Versuchen ein Theil der reducirenden 
Substanz bei der Vergihrung zerstOrt worden ist, eine That- 
sache, die tibrigens nicht vereinzelt dasteht, da nach den 
Untersuchungen von Kiilz und Vogel!) und nach den Er- 
fahrungen von Salkowski?) auch die Pentosen aus glucose- 
haltigem Harn bei der Vergiithrung des Traubenzuckers zum 
Theil mitvergiahren. 

Da es mir durch die Ergebnisse aller dieser Versuche 
sehr wahrscheinlich erschien, dass die Glucuronsiure in irgend 
einer gepaarten Form im normalen Blute circulirt, ging ich 
daran, aus grésseren Mengen Blut eine Glucuronsiiureverbindung 
darzustellen. Durch die Arbeiten der letzten Jahre ist die 
Aufmerksamkeit darauf geienkt worden, dass bei allen Kohlen- 
hydratuntersuchungen in sorgfiltigerer Weise, als dies friiher 


1) Kiilz und Vogel, Zeitschr. f. Biol., Bd. 32, S. 188. 
2) E. Salkowski, Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXVII, 5. 525 
und Berl. klin. Wochenschr., 1895, Nr. 17. 
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geschehen war, eine Reihe von Vorsichtsmassregeln beriick- 
sichtigt werden miissen, deren Ausserachtlassung zweifellos 
eine theilweise Zersetzung der Kohlenhydrate zur Folge hat, 
oder zu irrthiimlichen Deutungen der gewonnenen Resultate 
fiihren kann. Der schiidigende Einfluss einer auch nur vor- 
iibergehenden alkalischen Reaction auf Zuckerlésungen ist be- 
sonders von Bickel!) tiberzeugend nachgewiesen worden: 
und die bedeutsamen Forschungen Lobry de Bruyn’s?) 
haben gezeigt, dass durch die Einwirkung von minimalen Alkali- 
mengen unter gewissen Bedingungen die Glucose, Mannose 
und Fructose in einander tibergehen kénnen, durch welche 
Thatsache beispielsweise so mancher Befund von Liavulose 
seine Erkliirung finden diirfle, die wiederholt in Ascitesfliissig- 
keit aufgefunden worden ist,*) wie jedoch aus einer Disser- 
tationsarbeit von Baer) hervorgeht, walhrscheinlich nicht 
priiformirt vorhanden war, sondern lediglich ein Laboratoriums- 
produkt darstellt. 

Ebenso wie die Wirkung der Alkalien wird auch der 
schiidigende Einfluss von Siiuren bei allen Blutuntersuchungen 
in Betracht gezogen werden miissen, besonders wenn es sich 
um den Nachweis von Glucuronsiiure handelt, die zumal bei 
gleichzeitiger Einwirkung hoher Temperaturen gegen Siéuren 
ausserordentlich empfindlich ist. 

In Beriticksichtigung dieser Umstiinde habe streng 
darauf geachtet, stets bet schwachsaurer Reaction zu arbeiten, 
und habe alle Einengungen im Vacuumapparat bei einer 
Temperatur, die 50° niemals iiberschritt, vorgenommen. Um 
diese Massregeln einhalten zu kOnnen, war besonders die Wah 
der Enteiweissungsmethode von Bedeutung. Ich bediente mich 
fiir meine Zwecke des Abeles’schen Verfahrens, welches 
meines Erachtens fiir Kohlenhydratuntersuchungen im Blut sehr 
empfehlenswerth ist, weil es den grossen Vorzug hat, dass die 


1) Bickel, Pfliiger’s Archiv, Bd. 75, S. 248. 

2) Lobry de Bruyn und A. van Ekenstein, Recueil des travaux 
chimiques des Pays-Bas, Bd. 14, 5. 103, 156 u. 203. 

3) Pickardt, Berl. klin. Wochenschr., Nr. 39, 1897. 

4) Baer, Dissertation (Strassburg), 1899. 


ag 
‘ts 
aN 
+ 
ti. 
| 
a 
Ad 
ie 
2 
ae 
a 


wichtigsten Operationen in der Kiilte ausgefiihrt werden. Ich 
nahm 2 Liter Ochsenblut in Angriff, die ich direkt auf dem 
Schlachthof wiihrend des Schlachtens des Thieres in die vor- 
bereitete Zinkacetatalkohollésung fliessen liess, und die dann 
weiter genau nach der Vorschrift von Abeles') verarbeitet 
wurden. Durch die wiederholte Behandlung der Riickstiinde 
mit Alkohol wuchs schliesslich die Fliissigkeit bis auf 6 Liter 
an, die successive im Vacuumapparat bei 40—50° abdestillirt 
und nach der Vertreibung des Alkohols weiter im Vacuum 
bis auf 1100 ccm. eingeengt wurden. Die so erhaltene wasser- 
klare Loésung erwies sich als vollig eiweissfrei, reducirte 
Fehling sche Lésung sehr intensiv, war aber optisch vollig 
inactiv, zeigte keine Giihrung und gab weder die Phloroglucin-, 
noch die Orcinprobe. Die quantitative Bestimmung der Re- 
duction durch Wiigung des gebildeten Kupferoxyduls ergab auf 
Traubenzucker bezogen einen Zuckergehalt von 2,17 g, so 
dass der Procentgehalt der verarbeiteten 2 Liter Blut 0,11 be- 
trug, eine Zahl, die mit den gewodhnlichen Angaben iiberein- 
stimmt. Bei der sehr starken Verdiinnung der Loésung war 
der negative Ausfall der Gihrung und der Drehung nicht be- 
sonders auffallend; aber immerhin hiitte man bei einer Lésung 
von 1100 cem., die wirklich 2,17 g, also fast 0,2°/o Zucker 
enthiilt, eine geringe Rechtsdrehung erwarten miissen. Es 
wies also auch dieser Befund darauf hin, dass die Reduction 
ausser durch Traubenzucker noch durch andere reducirende 
Substanzen veranlasst sein musste. Nach weiterer Con- 
centration der Fliissigkeit im Vacuum bis auf 500 ccm. zeigte 
die Lésung deutliche Giihrung und eine Rechtsdrehung von 
0.5% /o, die einem Gesammtzuckergehalt (in 2 Liter Blut) von 
15 ¢ i.e. 0,075°/o entspricht. Dieser Werth bleibt nicht 
unerheblich hinter dem durch Reduction bestimmten von 2,17 g 
I. O,11%/o zuriick. 

Da ich nun wegen der friiher gemachten Erfahrung, dass 
ein Theil der gesuchten Substanz bei dem Vergiihren des 
Zuckers mitvergiihrt, die supponirte Glucuronsiiure nachzu- 


1) Abeles, Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XV, S. 495. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. XXXII. 35 
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weisen beabsichtigte, ohne vorher den Zucker zu vergiihren, 
ich aber andererseits auch hier die nach dem Vergiihren auf- 
tretende Linksdrehung constatiren wollte, habe ich von den 
500 com. meiner Lésung 100 ccm. zum Vergihren angesetzt: 
diese zeigten in der That nach dem Vergihren eine sichere 
Linksdrehung von 0,1—0,2 °/o. Durch die Spaltung mit Siure 
wurde die Losung inactiv; eine Rechtsdrehung trat nicht ein. 
Die Hauptmenge der aus dem Blut gewonnenen Lésung wurde 
nun zuniichst mit Bleiessig und Ammoniak gefallt, alle 
storenden Korper moglichst zu entfernen. Der in H,O suspen- 
dirte Niederschlag, in den der grésste Theil des Zuckers und 
die gesuchte Glucuronsiiureverbindung tibergegangen sein mussten, 
wurde mit H,S zersetzt, und nach Trennung vom ausge- 
schiedenen Bleisulfid und Befreiung von gelistem Schwefel- 
wasserstoff durch Einleiten von Luft, restirten 300 ccm. einer 
Fliissigkeit, die im Vacuum bis auf 150 ecm. eingeengt wurden. 
Die resultirende Lésung reducirte intensiv, zeigte deutliche 
Giihrung und eine Rechtsdrehung von 0,5°/o, und gab in 
exquisiter Weise die Phloroglucinprobe und die stiirkste Orcin- 
reaction. Da fiir die Darstellung eines Glucuronsiéurederivats 
nur die Neuberg sche p-Bromphenylhydrazinverbindung !) in 
Betracht kommen konnte, musste es gelingen, wenn Glucuron- 
siiure in der zuckerhaltigen Losung vorhanden war, dieselbe 
zu isoliren, ohne den Zucker vorher aus der Fliissigkeit durch 
Vergihrung zu entfernen. 

Denn Neuberg?’) hat festgestellt, dass, wiihrend die 
p-bromphenylhydrazinverbindungen siimmtlicher Hexosen und 
Pentosen in absolutem Alkohol léslich sind, allein das 
glucuronsaure p-Bromphenylhydrazin in absolutem Alkohol voll- 
kommen unloslich ist. Durch Behandlung mit absolutem Alkoho! 
musste also die Bromphenylhydrazinverbindung der Glucuron- 
siure von gleichzeitig gebildeten anderen Verbindungen ge- 
trennt werden kOnnen. 

Nachdem ich also die 150 cem. betragende Lésung in 
der gewohnlichen Weise im Autoclaven unter Zusatz von 


1, C. Neuberg, Ber. d. chem. Ges., Bd. 32, S. 2395—2398. 
2) C. Neuberg, Ber. d. chem. Ges., Bd. 33, S. 3323. 
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1,5 ccm. concentrirter H,SO, der Spaltung unterworfen 
hatte, um die Glucuronsiiure aus ihrer gepaarten Verbindung 
in Freiheit zu setzen, wurde dieselbe ohne Riicksicht auf noch 
vorhandene Zuckermengen nach genauer Neutralisation mit 
Natriumearbonat mit 3 g p-Bromphenylhydrazinacetat behan- 
delt. Es bildete sich unter Einhaltung der nothwendigen 
Vorsichtsmassregeln ') eine reichliche Menge von gelben Kry- 
stallen, die an der Saugpumpe abgesaugt und mit absolutem 
Alkohol so lange gewaschen wurden, bis der letztere vollig 
farblos abfloss. Bei der Alkoholbehandlung ging ein nicht 
unbetrachtlicher Theil in Lésung; es blieb aber eine pracht- 
voll lichtgelbgefarbte Verbindung zuriick, die tiber H,SO, ge- 
trocknet und gewogen wurde. Ich erhielt so 0,1369 g einer 
p-Bromphenylhydrazinverbindung, deren Schmelzpunkt bei 227° 
bis 229° lag, sich also auf Grund der Schmelzpunktsbestimmung ”) 
und der Unloéslichkeit in absolutem Alkohol als glucuronsaures 
p-Bromphenylhydrazin charakterisirte. Der exacte Beweis hier- 
fiir wurde durch die N-Analyse erbracht, die folgendes Re- 
sultat ergab: 
0,0842 g Substanz: 5,5 ecm. N (13°, 759 mm.), 
C,gH,,O,N,Br: Berechnet: N = 7,35 °/o, 
Gefunden: N == 7,72 

Da es somit unzweifelhaft festgestellt war, dass die aus 
dem Blute von mir gewonnene p-Bromphenylhydrazinverbindung 
thatsichlich glucuronsaures p-Bromphenylhydrazin war, so ist 
es sicher erwiesen, dass die Glucuronsiiure in gepaarter 
Form ein normaler Bestandtheil des Rinderblutes ist. 

Man wird diesen Befund wohl ohne Weiteres auf das 
Menschenblut tibertragen kénnen, besonders da ich das 
charakteristische Verhalten des Blutes nach der Vergiihrung 
des Zuckers — Linksdrehung, Reduction, Phloroglucin- und 
Orcinprobe — auch im menschlichen Blute constatirt habe, 
und meine friiheren Untersuchungen es bereits sehr wahr- 


1) Beziiglich dieser s. Mayer und Neuberg, Diese Zeitschr., 
Bd. XXIX, Heft 3, 1900, S. 264, Anm. 2. 

2) Das absolut reine glucuronsaure p-Bromphenylhydrazin schmilzt 
nach Neuberg bei 230°, wiihrend der Schmelzpunkt aller anderen von 
Neuberg untersuchten Bromphenylhydrazinverbindungen unter 210° liegt. 
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scheinlich erscheinen liessen, dass die Glucuronsiiure im nor- 
malen Blut circulirt. In welcher Bindung die Glucuronsiure 
im Blute vorhanden ist, dariiber miissen erst weitere Unter- 
suchungen Aufschluss geben. Ebenso wenig bin ich heute 
im Stande, irgend etwas Sicheres iiber die quantitativen Ver- 
hiltnisse auszusagen, zumal selbstverstéindlich die Moéglichkeit 
vorliegt, dass das Blut ausser der Glucuronsiure noch andere 
nicht githrende reducirende Substanzen — Jecorin etc. — ent- 
hilt. — Und eine der wichtigsten Aufgaben weiterer Forschungen 
wird es gerade sein, die Beziehungen der Glucuronsiiure zu 
dem sogenannten Jecorin des Blutes klarzustellen. Das eine 
scheint mir bereits jetzt ausser Zweifel zu stehen, dass ein 
Theil der von den betreffenden Autoren als Jecorin ange- 
sprochenen Substanz Glucuronsiiure gewesen ist. Denn da die 
-Gepaarten Glucuronsiiuren» in Aether léslich sind, so muss 
auch die im Blute vorhandene Glucuronsiureverbindung in den 
Aetherextract des Blutes tibergehen; und wenn Jacobsen!) 
findet, dass der in Aether lisliche reducirende Stoff nach dem 
Kochen mit Siiure nicht mehr itherléslich ist, so erscheint 
dies jetzt vollig verstindlich; denn durch die Wirkung der 
Schwefelsiiure wird eben die Glucuronsiiure von ihrem Paar- 
ling abgespalten, und die freie Glucuronsiiure ist in Aether 
unloslich. Jedenfalls wird der Befund, dass die Glucuronsiiure 
ein normaler Bestandtheil des Blutes ist, in Zukunft bei allen Blut- 
zuckerbestimmungen entsprechend gewirdigt werden miissen, 
zumal es mir nach meinen eigenen Untersuchungen tiber die 
Ausscheidungsverhiiltnisse der Glucuronsiiure zweifellos er- 
scheint, dass in gewissen Fiillen, in denen bisher eine Ver- 
mehrung des Blutzuckers angenommen worden ist, lediglich 
der Glucuronsiiuregehalt des Blutes erhéht sein diirfte; und 
dies um so mehr, als bereits Otto?) durch quantitative Be- 
stimmung der Reduction vor und nach der Giihrung die That- 
sache constatirt hat, dass in einzelnen Fiillen nicht der eigent- 
liche Zuckergehalt, sondern nur die nicht gihrende reducirende 
Substanz vermehrt ist. 


1) Jacobsen, Skandin. Arch. f. Physiol., 1895. 
2) Otto, 1. 
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Untersuchungen iiber das Vorkommen von proteolytischen 
Enzymen im Thierkorper. 
Von 


S. G. Hedin und S. Rowland. 


(Der Redaction zugegangen am 14. Mai 1901.) 


Vor kurzer Zeit haben wir tiber ein proteolytisches Enzym 
in der Milz berichtet, das sich dadurch auszeichnet, dass seine 
Einwirkung auf Eiweissstoffe in saurer LOsung sehr stark ist, 
wihrend dieselbe in neutraler und besonders in alkalischer 
Losung schwach ist oder sich sogar mit der angewandten 
Methode nicht nachweisen lisst.!) Seitdem haben wir Gelegen- 
heit gefunden, unsere Untersuchungen auch auf andere Organe 
auszudehnen. Die Untersuchungen wurden wie bei den Milzver- 
suchen mit Presssaft von den Organen oder Geweben ausgefiihrt. 
Im Folgenden wird fiir jeden Versuch zunichst die Anzahl Cubik- 
centimeter !/10 n-Siiure angegeben, welche der ganzen Stickstoff- 
menge von 5 cem. Saft entspricht;?) in der Tabelle wird dann 
der durch Gerbsiiure nicht fiillbare Antheil dieser Stickstoff- 
menge vor und nach der Digestion — auch in Cubikcenti- 
metern ‘4/10 n-Siiure ausgedriickt — aufgenommen.*) Wie bei 
den Milzversuchen wurde die Untersuchung vorgenommen: 

1) in mit Essigsiéure (zu 0,25°/0) oder einer anderen Siiure 

versetztem Saft, 

2) in dem Presssaft ohne irgend eine Zugabe (schwach 

saurer Losung), 

3) in neutraler und 

4) alkalischer Liésung. 

Die Digestion wurde bei Korpertemperatur vorgenommen, 
in Gegenwart von Toluol,zur Verhinderung von Bakterienwirkung. 

Bei den ersten Versuchen wurde mit Natriumecarbonat 
neutralisirt und alkalisch gemacht. Da es sich aber heraus- 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 341. 

2) Die Bestimmung wurde nach Kjeldahl ausgefiihrt. 

3) Bekanntlich fallt die Gerbsiure, wenn in Ueberschuss vorhanden, 
weder Pepton noch die Endprodukte der Eiweissverdauung (Hexonbasen 
und Monamidosiuren). 
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stellte, dass in gewissen Fillen, z.B. bei dem Muskelsaft, die 
Reaction des Saftes wiihrend der Digestion sich anderte, so 
dass die neutralisirte oder sogar die alkalisirte Lésung_ in 
16 Stunden schwach sauer wurde, haben wir bei allen spateren 
Versuchen fiir die Herstellung der neutralen und alkalischen 
Reaction einen Ueberschuss von Calciumearbonat resp. Magne- 
siumoxyd gebraucht. Dabei fragt es sich aber, ob das Alkalisiren 
mit Magnesia auf die Digestion den gleichen Einfluss ausiibt, 
wie das Alkalisiren mit Natriumcarbonat. Dass kein wesent- 
licher Unterschied vorhanden ist, haben wir an Milzsaft sowie 
an Pankreassaft nachweisen kénnen. In dem Milzsaft wird 
die Digestion des Eiweisses durch die Gegenwart sowohl von 
Magnesiumoxyd, wie von Natriumcarbonat in hohem Grade 
erschwert, wiihrend beide die Digestion des Pankreassafts er- 
leichtern. Da die Einwirkung des Natriumearbonats in diesen 
Fiillen hinreichend bewiesen wird durch unsere letzte Mit- 
theilung, brauchen wir hier nur Beweise fiir die Einwirkung 
von Magnesia darzulegen. Bei der Untersuchung eines Milz- 
saftes vom Rind fanden wir fiir die durch Gerbsiiure nicht fall- 
bare Stickstoffmenge folgende Zahlen (in Cubikcentimetern 
Mio ausgedriickt) : 


| 16 Stunden | 60 Stunden 


Pankreaspresssaft vom Rind ergab folgende Resultate: 


Gesammtstickstoff 54,7. 


| Nach Nach 
| 16 Stunden 40 Stunden 
| 
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Wir gehen jetzt zu den eigentlichen Versuchen iiber. 


Milz. 

In unserer letzten Mittheilung haben wir iiber Versuche 
mit Milz von Rind, Pferd, Schwein und Schaf berichtet. Dazu 
konnen wir jetzt einen Versuch mit Hundemilz fiigen. Obwohl 
uns drei Hundemilzen zur Verfiigung standen, konnten wir nicht 
mehr als 20 ccm. Milzsaft darstellen: fiir den Versuch wurde 
diese Menge mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt. 
Reaction sauer. Gesammtstickstoff 24,1. 


Vor der Nach 
Digestion 40 Stunden 
Mit Essigsiiure (0,25°% 0). . 5,8 19,6 
. 
| 


| 
11ccem. Saft wurden mit 2 g feuchtem Fibrin und Essigsidure 
(2u.0,25°/0) versetzt. Nach 12 Stunden war das Fibrin aufgelést 
und das Volumen der ganzen Lésung = 13cem. Nach 40 Stunden 
wurde analysirt. Die durch Gerbsiiure nicht fillbare Stickstoff- 
menge, fiir das urspriingliche Saftvolumen umgerechnet, ent- 
sprach 25,6 ccm. Séure. Die Kontrollprobe ohne Fibrin ergab 
19,6 (siehe die Tabelle). Die Hundemilz verhiilt sich folglich 

wie die Milz der tibrigen untersuchten Thierarten. 


Lymphdrusen. 


Fiir die Versuche mit Lymphdriisen haben wir nur 
Mesenterialdriisen von Kiilbern gebraucht. 


Versuch 


Gesammtstickstoff 34. 


Vor der | Nach | Nach | Nach 
Digestion | 12 Stunden 36 Stunden | 60 Stunden 


Mit Essigsiéure (0,25°'0) 6 21 27 27,6 
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Eine gekochte und mit Essigsiure 36 Stunden digerirte 
Probe ergab die Zahl 7,2. 2 g feuchtes Fibrin wurde von 
10 ccm. des essigsauren Safts in 12 Stunden aufgelost. Nach 
36 Stunden wurde der durch Gerbsaure nicht fiillbare, fiir das 
urspriingliche Volumen umgerechnete, Stickstoff 38 ccm. Siiure 
entsprechend, gefunden. Kontrollprobe ohne Fibrin ergab 27 
(siehe Tabelle). 


Versuch 2. 


Gesammtstickstoff 28,55. 


| Vor der Nach | Nach Nach 


| Digestion | 12 Stunden 36 Stunden | 84 Stunden 
Mit Essigséure (0,25°/o) . . . 4,3 21,4 22,7 24.4 
Mit Milchsiiure (0,25°o) . . . 14,5 74 | — 
Mit HCl (01%). ...... 12.4 65 | 
7,2 98 | — 
Mit Na,CO, (0,290)... 5.9 = 


Mit Fibrin und Essigsiiure wie im vorigen Versuche wurde 
nach 8&4 Stunden, fiir das urspriingliche Volumen umgerechnet, 
die Ziffer 46 erhalten. Kontrollprobe ohne Fibrin 24,4. In eine 
Probe mit MgO eingebracht, wurde das Fibrin nicht aufgelést, 
sondern bildete mit dem Saft eine ziemlich feste Masse, die 
nicht analysirt werden konnte. 

In diesem Versuch wurden zwei Proben mit Phosphor- 
wolframsiiure gefiillt und der Stickstoffgehalt des Filtrats er- 
mittelt. Vor der Digestion wurde die Zahl 1,6 erhalten und 
nach 8&4 Stunden mit Essigsiiure die Zifler 13. 


Nieren. 
Versuch 1 (Kalbsnieren). 
Gesammtstickstoff 44,9. 


Nach | Nach | Nach 
| 12 Stunden | 36 Stunden | 60 Stunden 


Vor der 
| Digestion 


| 
Mit Essigsiiure ...... 37,1 : 38 
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Versuch 2 (Kalbsnieren). 
Gesammtstickstoff 37.4. 


| Vor der Nach | Nach Nach 

| Digestion | 12 Stunden | 36 Stunden | 60 Stunden 
Mit Essigsiure (0,25°/0) . . . 6,4 26,6 29.8 33,4 
Mit Milchsaéure (0,25°/o) . . . 21,9 — 


Eine gekochte Probe ergab, sofort untersucht. die Ziffer 7, 
und mit Essigsiure 36 Stunden digerirt, 7,7. Eine mit Essig- 
siiure und Fibrin (10 ccm. Presssaft + 2 g feuchtes Fibrin) 
60 Stunden lang digerirte Probe ergab die Ziffer 57,6 und die 
Kontrollprobe ohne Fibrin 33,4 (siehe Tabelle). Mit Magnesia 
und Fibrin wurde die Zahl 9,4 erhalten (Kontrollprobe ohne 
Fibrin 9,3). 

In diesem Versuch wurde auch mit Phosphorwolfram- 
siiure gefillt. Der Stickstoffgehalt des Filtrats entsprach vor 
der Digestion 5,1 cem. Siiure und nach 84 Stunden mit Essig- 
siure 22,2 ccm. 

Versuch 3 (Pferdeniere). 


Gesammtstickstoff 52. 


| Vor der | Nach Nach 

| Digestion | 40 Stunden 6 Tagen 
Mit Essigsiure . . 8 31.5 39,4 


Mit MgO konnte in diesem Falle keine Bestimmung aus- 
gefiihrt werden, weil das Ganze durch ausgefiilltes Eiweiss in 
einen dicken Brei verwandelt worden war. Dasselbe war, 
wenn auch nicht in dem gleichen Grade, der Fall mit den 
Proben «ohne Zusatz» und mit CaCO,. 


Versuch 4 (Hundsnieren). 
Yon 6 Nieren wurden nur 70 ccm. Presssaft erhalten, wesshalb 
“ccm. Wasser zugegeben wurde. 
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Gesammtstickstoff des verdiinnten Safts 17. 


] 


| Vor der Nach | Nach 
Digestion 20 Stunden | 40 Stunden 
Mit Essigsiure 54 | 143 15 
Ohne Zugabe . + « « «| | 7.3 7,8 


Eine gekochte und 40 Stunden mit Essigsiiure digerirte 
Probe ergab 6,8. Das Aufkochen scheint hier, sowie in den 
meisten Fiillen, einen geringen Theil des Eiweisses in durch 
Gerbsiiure nicht fiillbare Form iibergefiihrt zu haben. 

Der Saft wurde auch mit Fibrin und Essigsiure digerirt 
(10 com. Saft + 2 g feuchtes Fibrin). Nach 12 Stunden war von 
dem Fibrin nichts mehr zu sehen, und nach 40 Stunden wurde 
fiir den nicht fillbaren Stickstoff die Zahl 16,8 erhalten. Da die 
Kontrollprobe ohne Fibrin die Ziffer 15 ergab (s. Tabelle), ist 
ersichtlich, dass das Fibrin wohl schnell aufgelést wurde, aber 
dass nicht sehr viel davon in «Endprodukte» verwandelt worden 
war, wahrscheinlich in Folge der Verdiinnung des Presssatftes. 

Der Presssaft von Lymphdriisen und von Nieren vermag 
nach den angefiihrten Versuchen in saurer Lésung  sowolil 
sein eigenes Eiweiss, wie auch zugesetztes Fibrin zu verdauen: 
die Einwirkung ist schwiicher oder fehlt ganz in neutraler und 
alkalischer Loésung. Da die Einwirkung nach Aufkochen aus- 
bleibt, kOnnen wir folgern, dass die Lymphdrtisen und die 
Nieren, wie die Milz, eiweissverdauende Enzyme ent- 
halten, die am stiirksten in saurer Losung wirken. 


Leber. 
Bekanntlich hat Salkowski') zuerst in der Leber ein 
proteolytisches Enzym aufgefunden, das von Schwiening,’) 
Biondi,*) sowie neuerdings von Jacoby+*) des Niheren studirt 


1) Zeitschr. f. klin. Medic., 1890, Suppl. -} 
2) Virchow’s Archiv, Bd. 136, 8. 444. 
3) Virchow’s Archiv, Bd. 144, 8. 373. 
4) Diese Zeitschr., Bd. XXX, 8. 149. 
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worden ist. Aus den Versuchen von Schwiening geht hervor, 
dass die Gegenwart von Natriumearbonat die Wirkung des 
Leberenzyms schwicht. Da wir sonst keine Angaben iiber die 
Bedeutung der Reaction fiir die Wirksamkeit des Enzyms haben 
finden kénnen, haben wir hieriiber folgende Versuche ausgefiihrt : 


Versuch 1 (Rinderleber). 


Gesammtstickstoff 61.5. 


Vor der Nach | Nach Nach 
| Digestion (16 Stunden 40 Stunden’ 1% Tagen 


| 
| 
| 
} 


Mit Essigsiure . ‘ 7,8 228 30,8 41,2 
Ohne Zusatz -- 16 | 21,2 
Mit MgQ.. | 9.9 


Mit Essigsiiure und Fibrin wurde nach 14 Tagen die 
Zahl 53,7 erhalten. Kontrollprobe ohne Fibrin 41,2 (siehe 
Tabelle). In dem Lebersaft «ohne Zusatz», sowie in dem 
alkalischen wurde das Fibrin nicht merkbar aufgelést und 
das Ganze bildete eine dicke Masse, die nicht analysirt werden 
konnte. 

Versuch 2 (Hundsleber). 
Gesammtstickstoff 62,5. 


Vor der | Nach Nach 


Digestion 20 Stunden 4 Tagen 
Mit Essigsfure .. . . 8.8 25,4 306 


Das Leberenzym verhiilt sich also in Bezug auf die 
giinstigste Reaction den von uns gefundenen Enzymen_ vollig 
analog, 

Skelettmuskeln. 

In den Skelettmuskeln ist von Salkowski und Schwie- 
ning ein Enzym nachgewiesen worden, das zwar sehr schwach 
ist, aber withrend sehr lang dauernder Einwirkung das Eiweiss 
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bis zur Bildung von Leucin und Tyrosin spaltet.') Um zu 
priifen, ob die Reaction auf die Wirksamkeit dieses Enzyms 
irgend einen Einfluss ausiibt, haben wir Muskelsaft derselben 
Priifung wie andere Organe unterzogen. 


Versuch 1 (Pferdemuskel). 


Gesammtstickstoff 23,1. 


Nach 


| Vor der Nach Nach 

Digestion 2 Tagen 6 Tagen 12 Tagen 
Mit Essigstiure ..... 8d 8,8 9,6 9.6 

Versuch 2 (Pferdemuskel). 
Gesammtstickstoff 56,3. 

Vor der Nach Nach Nach 

Digestion 2 Tagen 5 Tagen 1 Monat 
Mit Essigsiiure ....... 17.8 30.6 33,8 45 
Ohne Zusatz... . 33,4 36.5 51.4 
Mit MgO e . 33,2 39.6 49.8 

Versuch 3 (Hundemuskel). 
Gesammtstickstoff 44,1. 

Vor der Nach Nach Nach 

Digestion 4 Tagen 12 Tagen | 26 Tagen 
Mit Eesigohure . « 14,7 18 19,5 21.4 
Mit CaCO, . ... 16 17,8 18.4 
15,3 15,3 16.6 


Eine Probe, die gekocht und ohne irgend eine Zugabe 
"12 Tage lang digerirt wurde, ergab die Zahl 15,7: 


1) Zeitschr. f. klin. Medic., Bd. 17, Suppl., und Virchow’s Archiv. 


Bd. 136, S. 444. 
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Das Muskelenzym erreicht somit nicht die Stiirke der 
<chon von uns abgehandelten Enzyme. Ein bestimmter Unter- 
<chied zwischen seiner Wirkung in saurer und_alkalischer 
Losung liisst sich nicht nachweisen. 


HerzmuskKel. 


Da der Herzmuskel histologisch von den Skelettmuskeln 
verschieden ist, kénnte ein in ihm médglicher Weise vorhandenes 
Enzym von dem der Skelettmuskeln verschieden sein. Fol- 
gende Versuche deuten auf ein Enzym hin, das in saurer 
Losung etwas starker wirkt, als in neutraler oder 
alkalischer. In dieser Beziehung scheint demnach das Herz- 
enzym mit den tibrigen von uns nachgewiesenen Enzymen 
iibereinzustimmen., 


Versuch 1 (Rinderherz). 
Gesammitstickstoff 33,9. 


Vor der Nach Nach Nach | Nach 
Digestion | 16 Stunden | 3 Tagen 5 Tagen | 15 Tagen 
Mit Essigsiiure . . 9.6 13 19 19,4 | 22,6 
Ohne Zugabe. . . 10,5 13,2 15 | 17,4 
Mit CaCO, . . . 10,3 11,8 11,7 | 139 
Mit MeO... «> — 10,2 10,2 11 | 121 
Versuch 2 (Hundeherz). 
Gesammtstickstoff 37,6. 
Vor der | Nach | Nach 
Digestion | 2 Tagen 4 Tagen 


Eine gekochte und 
Probe ergab die Zahl 10. 
Ausser den schon erwiihnten Organen haben wir noch 
andere Gewebe der Priifung unterworfen, z. B. Milchdriisen 


Tage mit Essigsiiure digerirte 
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und Speicheldriisen vom Rind. In den meisten Fallen haben wir 
eine unbedeutende Zunahme des durch Gerbsiaure nicht fillbaren 
Stickstoffs beobachtet, und zwar war diese Zunahme am deut- 
lichsten in mit Essigsiiure versetzter LOsung. 

Schliesslich sei noch erwihnt, dass wir auch versucht 
haben, zu eruiren, ob das Blut méglicher Weise ein proteo- 
lytisches Enzym enthalte. Im Blutplasma von Pferd und Rind 
haben wir mit der angewandten Methode keine Spur von 
einem derartigen Enzym finden kénnen, aber im Presssaft, be- 
reitet von gequetschten BlutkOrperchen, findet sich mdglicher 
Weise ein sehr schwaches Enzym. Ob dieses von den weissen 
oder von den rothen Blutkorperchen herriihrt, steht noch dahin. 

Die bis jetzt von uns gewonnenen Resultate konnen 
folgendermassen zusammengefasst werden : 

Bei allen von uns untersuchten Thierarten ent- 
halten die Milz, die Lymphdriisen, die Nieren und die 
Leber proteolytische Enzyme, welche ihre stirkste 
Wirkung in saurer Lésung entfalten. 

Die Skelettmuskeln besitzen auch ein proteo- 
lytisches Enzym, das indessen relativ schwach ist 
und keinen deutlichen Unterschied in Bezug auf die 
Wirkung in saurer, neutraler oder alkalischer Lésung 
darbietet. Ein im Herzmuskel gefundenes Enzym 
niihert sich in Bezug auf seine Wirkung den eben ab- 
gehandelten Organenzymen. 

Weitere Untersuchungen tiber die von uns gefundenen 
Enzyme sind schon in Angriff genommen. 


London, Jenner Institute of preventive Medicine, den 
7. Mai 1901. 


Was 
re 
/ 
x 
‘ 
tg 


Darstellung und Analyse einiger Nucleinsauren. 
Yon 


P. A. Levene. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abtheilung des pathologischen Instituts der 
New-Yorker Staatskrankenhiuser. ) 


(Der Redaction zugegangen am 14. Mai 1901.) 


Vor ungefiihr einem Jahre habe ich eine Mittheilung iiber 
die Darstellung der Nucleinsiiuren und spiiter gemeinschaftlich 
mit C. Alsberg eine Analyse der Vitellinsiure und ich selber 
eine Analyse der Ichthulinsiiure ver6ffentlicht. Wenn nun 
auch meine Arbeiten iiber die Analyse der Nucleinsiiure noch 
nicht ganz zum Abschluss gebracht sind, so glaube ich doch, 
dass eine Veroffentlichung der gewonnenen Hesultate in Riick- 
sicht auf einige jiingst erschienene Publicationen nicht ohne 
Interesse sein wird. 


I. Pankreasnucleinsaure. 


Die Siiure wurde difekt aus frischen Driisen erhalten. 
Sie wurden zerhackt, mit einer $°/oigen Lésung von Ammoniak 
behandelt und unter Zugabe von etwas essigsaurem Ammoniak 
zwei Stunden lang stehen gelassen. Dann wurde mit Eisessig 
langsam und unter Kiihlung mit Eis neutralisirt. Wenn die 
Reaction fast neutral war, wurde ein Ueberschuss von Pikrin- 
suure hinzugefiigt und dann wiederum Eissigsiiure bis zur 
deutlich sauren Reaction. Nun wurde filtrirt und das Filtrat mit 
einem Ueberschuss von 95°/oigem Alkohol gefiillt. Der Nieder- 
schlag wurde wieder in Wasser unter Hinzufiigen von etwas 
Alkali gelist, die Losung mit essigsaurem Natron versetzt und 
dann mit Essigsiiure angesiiuert. Ein hierbei entstehender, 
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nur wenig Nucleinverbindungen enthaltender Niederschlag wurde 
durch Filtration entfernt, das Filtrat mit Kochsalz gesiittigt 
und mit Salzsiiure versetzt, bis es auf Congopapier  sauer 
reagirte, dann wurde das gleiche Volumen Alkohol hinzugefiigt 
und der entstandene Niederschlag sich absetzen gelassen. Die 
dariiber stehende Fliissigkeit wurde abgehebert, der Nieder- 
schlag durch Decantation mit 50°/oigem Alkohol gewaschen und 
dann auf ein Filter gebracht. Die Nucleinsiure wird schon 
theilweise durch Salzsiiure ohne Alkohol  gefiillt, aber der 
letztere erleichtert das Waschen und die Filtration und erhdhit 
die Ausbeute. 

In den meisten Fiillen ist der so gebildete Niederscilag 
biuretfrei; sollte er es nicht sein, so muss er noch einmal in 
Wasser wieder unter Zusatz von Alkali und essigsaurem Natron 
gelost werden, die Lésung dann mit Kochsalz gesiittigt und, 
wie oben angegeben, mit Salzsiiure und Alkohol gefiillt werden. 
Auch der biuretfreie Niederschlag enthielt indessen Spuren yon 
Glycogen und, um das letztere zu entfernen, wurde die Nuclein- 
siiure mit Kupferchlorid niedergeschlagen, wiihrend die Kupfer- 
verbindung des Glycogens in Liésung blieb. Diese Methode 
zur Entfernung der Kohlehydrate aus Hefenucleinsiure ist zuerst 
von Herlant verdffentlicht, war aber vor der Veroffentlichung 
dieser interessanten Arbeit schon von mir angewandt. Die 
Kupfersalze der Nucleinsiiure werden zuniichst mit Wasser ge- 
waschen, bis das Waschwasser kupferfrei ist, dann mit Alkohol, 
bis sie chlorfrei wurden, und endlich mit Aether; getrocknet 
wurden sie im Vacuum tiber Schwefelsiture und zum Schluss 
im Luttbade. 

Die freie Séiure ist unléslich in Wasser, list sich aber 
beim Zusatz von etwas Alkali; essigsaure Alkalien befordern 
die Léslichkeit. Aus solchen Lésungen kann die Siiure niclit 
durch Essigsiiure, aber theilweise durch Salzsiiure nieder- 
geschlagen werden. In dieser Hinsicht besitzt sie also die- 
selben L6slichkeitsverhiiltnisse wie andere Nucleinsiiuren: aus 
concentrirten Lésungen jedoch kann die Siure oder wahi- 
scheinlich ein saures Natronsalz derselben durch Kochsalz 
und Essigsiiure theilweise niedergeschlagen werden, durch 
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einen Ueberschuss von Wasser wird aber der Niederschlag 
wieder gelést. Fiir die Analyse wurde allgemein das Kupfer- 
<alz verwendet. Vor der Behandlung mit Kupfer wurde die 
Nucleinsiiure auf freie Purinbasen mit ammoniakalischer Silber- 
nitratldsung gepriift, ohne Erfolg. 

Alle Kupfer- und Phosphorbestimmungen wurden nach 
vorherigem Schmelzen mit Soda und Salpeter gemacht: der 
Stickstoff wurde nach Dumas bestimmt. 


Priiparat 1. 


Der erste Alkoholsalzsiiureniederschlag, den ich, wie oben 
beschrieben, erhielt, gab noch eine geringe Biuretreaction und 
wurde wiederholt umgefiillt. 

0.5820 der Substanz gaben 0.151 Mg,P,0, und 0,1130 CaO, 
P = 726%. Ca == 16,99. 

0,200 ¢ gaben 26,3 ccm. N, bei p = 71.8 und t = 17°. N = 
14,37 %/o. 

0,200 ¢ gaben 26,4 ccm. N, bei p = 71.6 und t = 15° N= 


14.54 %/o. 
Priiparat 2. 


Das in bekannter Weise gewonnene Kupfersalz zeigte 
sich leicht loslich in alkalihaltigem Wasser. Aus dieser Losung 
schlug Salzsiiure nur einen Theil der Nucleinsiiure nieder und 
es war mOdglich, dass der in der Salzsiiure in LOsung gebliebene 
Antheil eine andere Zusammensetzung hatte, wie der Nieder- 
schlag. Der ungeléste Theil wurde in Wasser unter Zugabe 
von Alkali wieder aufgelést, die LoOsung mit Essigsiure an- 
vesiiuert und das Kupfersalz wieder gewonnen, das im Vacuum 
und dann im Lufthade bei 90° bis zur Gewichtsconstanz ge- 
trocknet wurde. 

0.1799 ¢ gaben bei der Verbrennung 0.2118 g CO, und 0,0646 g H,O. 
C = 382,16 % und H = 4,00 %o. 

g lieferten 01489 CO, und 0,0#87 g C = 32,35 °%/o 
und H = 4,26 %o. 

0.1500 g gaben 19,6 ccm. N bei p = 71,6 und t = 11°. N = 
14,71 

6.2870 ¢ gaben 0.0457 g CuO und 0.0815 Mg,P,0,. Cu = 12,77 °/o 
P = 7,93 
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Priparat 3. 
In derselben Weise gewonnen wie vorher. Der erste 
Alkoholsalzsiiureniederschlag war biuretfrei. 
0,1315 g gaben 17,7 ccm. N bei p = 71,2 und t = 12,5°. N : 
14,91 
0,1245 g gaben 0,0180 g CuO und 0,0391 g Mg,P,0,.. Cu = 11,51°,. 
P 7,97 0. 


Priiparat 4. 


Die Driisen wurden, wie auch bei dem vorigen Praparate, 
eine liingere Zeit unter Alkohol gehalten, dann mit 5°/oiger 
Natronlauge unter Zufiigung von Natriumacetat behandelt. Nach 
einigem Stehen wurde mit Eisessig neutralisirt, dann Pikrin- 
siiure und zuletzt Essigsiiure zugesetzt, bis die Fltissigkeit 
sauer reagirte. Sie wurde filtrirt und das Filtrat mit Kupfer- 
chlorid gefillt. Der Niederschlag wurde dann ebenso wie bei 
der Darstellung des Priiparates Nr. 1 weiter behandelt. 

0.1089 ¢ gaben 01305 CO, und 0,0448 g H,O. C = 382,68° und 
H = 4,57 9/0. 

00,1285 g gaben 17,6 ccm. N bei p = 71,3 und t = 10° N = 
15,36 % 0. 

0,1250 g gaben 0,0346 g Mg,P,0,. P = 7,73 %. 

0.1421 ¢ gaben 0,0189 g CuO. Cu = 10,61 ° ». 


Abbau der Siiure. 

Erster Versuch: Ungefiihr 2 g¢ der Siure, die mil 
ammoniakalischer Silberl6sung keinen Niederschlag von Purin- 
basen gaben, wurden mit 100 cem. 5°/oiger Schwefelsiiure 
2'/2 Stunden im Autoclaven bis 118° gekocht, dann das Guanin 
auf die gewodhnliche Weise entfernt. Die Analyse des er- 
haltenen Silbernitrats ergab: 

0,283 g lieferten 0,0935 g Ag. Ag = 33,04°. 


Fiir C,H,N,O AgNO, Gefunden: 
berechnet: Ag = 33,65 °/o. 33,04 °/0. 


Das mit Ammoniak versetzte Filtrat wurde eingedamptt, 
ohne dass ein Niederschlag entstand, dann mit ammoniakalischer 
Silberlésung ein starker gelatinéser Niederschlag erzeugt. Aus 
diesem wurden in bekannter Weise die einzelnen Alloxur- 
basen zu erhalten versucht, aber die Xanthin- und Hypoxanthin- 
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fraction enthielten nur Spuren von Silbersalzen, dagegen konnte 
reichlich Adenin in Form seines Pikrates erhalten werden. 
0,1256 des Pikrates gaben 34,4 ccm. N, bei p = 72,4 und t 13°. 
N = 30,81 %o. 
Zweiter Versuch: Ungefihr 3 g wurden wie beim ersten 
Versuch behandelt, das Adenin wieder als Pikrat gefiillt. 


0,206 g gaben 58,8 ccm. N bei p = 72,13 und t = 22°. N = 
30,63 °/o. 


Berechnet fiir C,H,N, C,H, NO,),OH: Gefunden : 
N <= 30,71 %o. I. N = 30,81 % 


Il. N = 


Dann wurde ferner ein Versuch gemacht, Thymin zu ge- 
winnen. 3 g der Saéure wurden mit 300 ccm. 30° oiger Schwefel- 
siiure 4 Stunden im Autoclaven bei 130° gekocht, dann nach 
der Methode von W. Jones weiter verfahren, aber keine 
krvstallinischen Produkte gewonnen. Aber dieses negative 
Resultat mit einer verhiltnissmissig geringen Quantitiit Siiure 
heweist doch noch nicht unbedingt das Fehlen des Thymins 
unter den Spaltungsprodukten. Im Gegentheil scheint mir, ge- 
stiittzt auf ein anderes meiner Experimente, das Vorkommen 
von Thymin nicht unwahrscheinlich. Einige Pfund Pankreas 
wurden niimlich mit einer 0,5°/oigen Loésung von Natrium- 
earbonat und einem grossen Ueberschuss von Chloroform ver- 
setzt und tiber Nacht stehen gelassen. Die Fliissigkeit wurde 
dann colirt und das Filtrat in mehrere Kolben vertheilt, die 
unter Chloroformzugabe einige Wochen in den Brutschrank 
bei 40° gestellt wurden. Dann wurde der Inhalt der Kolben 
in grosse Flaschen iibertragen, die etwa 7 Monate in einem 
sehr warmen Zimmer stehen blieben. (Vom September 1899 
bis Mai 1900.) 

Nach Verlauf dieser Zeit waren die Nucleinverbindungen 
des urspriinglichen Extractes zersetzt, wie sich aus der Be- 
stimmung des Gesammtphosphorgehaltes und des Phosphors 
in Form anorganischer Salze ergab. Das Histidin und Arginin 
wurden dann nach Kossel mittelst Silbernitrat und Baryt aus- 
gefillt und beide Niederschliige auf Thymin untersucht; in der 
Histidinfraction nun wurde kein Thymin gefunden, dagegen 
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entstand in der concentrirten Argininldsung nach Entfernung 
des Silbers und des Baryts eine Krystallhaut, die aus biischel- 
formig angeordneten Nadeln bestand. Die Substanz war leicht 
lOslich in heissem, unl6dslich in kaltem Wasser, unloslich in 
Alkohol, Aether und in Alkohol, der Ammoniak enthielt. Sie 
sublimirte, wenn auch nicht vollstiindig. 

Der Korper wurde auf einer Saugpumpe filtrirt, mit etwas 
kaltem Wasser, dann mit Alkohol und Aether gewaschen und 
im Vacuum tiber Schwefelsiiure getrocknet. 

0,0819 g gaben 0,12535 g CO, und 0,02434 g H,O. C = 42,07?) 
H 


Berechnet fiir C,H,N,O, : Gefunden: 
C = 42,85 °/o C = 42,07 */o 


Die Substanz war dem Korper sehr ihnlich, den Ascoli 
neulich aus Hefenucleinsiiture gewonnen und als Uracil be- 
trachtet hat. 

In einem anderen Theile desselben selbstverdauten Ex- 
tractes wurde das Histidin und das Arginin zusammen ent- 
fernt, dann das Silber, die Schwefelsiiure und der Ueberschuss 
von Baryt fortgeschafft und die Loésung concentrirt. Nach 
geniigendem Einengen bildete sich auch hier eine Haut, die, 
mikroskopisch untersucht, aus Krystallen bestand, die den von 
Gulewitseh fiir Thvymin beschriebenen gleich waren, aller- 
dings vermischt mit sphiiroidalen Massen. Die Substanz war 
wenig lOslich in kaltem, lOslich in heissem Wasser, unloslich 
in| Alkohol und Aether. Bei einer Umkrystallisation aus 
Wasser gelang es mir aber nicht, die Thyminkrystalle zu 
isoliren. So wie die Sache also steht, scheint es mir an- 
nehmbar, dass bei der Selbstverdauung des Pankreas Thymin 
und Uracil unter den Zersetzungsprodukten auftreten mogen, 
und wenn es der Fall ist, dann sind sie aus den Nuclein- 
verbindungen des Pankreas entstanden. Ich hoffe. in meinen 
niichsten Versuchen diese Frage entscheiden zu kOnnen, Zu 
bemerken bleibt noch, dass beim Erhitzen meiner Nucleinsiiure 
zwischen zwel Uhrschilchen ein aus mikroskopischen 
Krvstallen bestehendes Sublimat auftritt. 
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Eine kupferreducirende Substanz konnte beim Erwiirmen 
der Siiure mit Mineralsiiuren nicht erhalten werden und in dieser 
Hinsicht ist meine Pankreasnucleinsiure mehr der Siiure iihnlich, 
die Kossel, Miescher, Schmiedeberg, Osborne und Andere 
gewonnen haben, dagegen von der Guanylsiiure verschieden, 
die von Bang als die Nucleinsiiure des Pankreas beschrieben 
worden ist. 

Die Aufgabe meiner weiteren Untersuchungen wird sein, 
das Verhiiltniss der Guanylsiiure zu der Pankreasnucleinsiiure 
zu ergriinden. 


Nucleinsiiure aus Milz. 


Einige Pfund des Organes, liingere Zeit unter Alkohol 
aufbewahrt, wurden mit einer 5°/oigen Natronlauge behandelt 
und nach Zufiigen von Natriumacetat ungefihr 2 Stunden 
stehen gelassen, dann mit Essigsiiure neutralisirt, Pikrinsiure 
hinzugefiigt und die Fliissigkeit mit Essigséure angesiiuert. 
Das Filtrat wurde mit Kupferchlorid gefillt, der Niederschlag 
einige Male mit Wasser gewaschen und noch einmal um- 
gefillt. Er war dann biurettrei. 

0.1127 ¢ gaben 0,1337 g CO, und 0,0484 g H,O. C = 32,3790 und 
H = 4,77%o. 

0.1130 g gaben 15,7 ccm. N bei p = 71,9 und t = 16°. N= 15,3° ». 

0,1356 ¢ gaben 0,0190 g CuO und 0,0390 g Mg,P,0,. Cu = 11,17°/o 
und P = 


Nucleinsiiure aus den Spermatozoen des Kabeljau. 


Die Spermatozoen wurden in derselben Weise gewonnen, 
wie Kossel es that, um das Protamin zu gewinnen. Das 
bekannter Weise dargestellte Kupfersalz gab folgende Werthe: 

01783 ¢ lieferten 0.2051 g CO, und 0,0745 g H,O. C = 31,579 und 
H = 4,66° 

0,1029 ¢ lieferten 0.1182 ¢ CO, und 0,0745 g H,O. C = 31,32°/o und 
H = 4,66° 0. 

0),2038 ¢ lieferten 27,8 com. N bei p= 71,8 und t = 15°. N= 15,12° 

0.1486 g lieferten 0.0182 CuO und 0,043 g Mg,P,0,. Cu == 9,84" » und 
P = 8,21 %o. 
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Nucleinsiiure aus Hefe. 


Fiir diesen Versuch wurde Biickerhefe benutzt und aus 
ihr das Kupfersalz der Nucleinsiiture nach der bekannten 
Methode dargestellt, das biuretfrei war und, mit Séuren er- 
hitzt, Fehling’sche Lésung nicht reducirte. 

0,1033 g gaben 0,1232 g CO, und 0,0376 g H,O. C = 32,42°'o und 
H = 4,04 °/o, 

0,1058 g gaben 15,4 ccm. N bei p = 70,6 und t = 14°. N = 15,83° ), 

0.1539 g gaben 0,0223 g CuO und 0,0439 g Mg,P,0,. Cu = 11,56, 
und P = 7,90° 0. 

In der folgenden Tabelle sind die Resultate der Analysen, 
auf kupfterfreie Substanz berechnet, zusammengestellt: 


Pankreas_ | 17,10 °/o | 
» | 36,50% | 469% | 16,70% | 8,73 %o 

» IV — | = | 16,85%o | 9,00 % 

» 86,67% | 510% | 17,18 % | 8,65 %Jo 
Milz 36,40 fo | 5,240 | 17.30% | 9,03 
Kabeljau 34,76 Jo | | 16,77%o | 9,15 %o 
Hefe 36,65 4,57 %Jo | 17,89 %o | 8.93% 


Aus der Uebersicht ergibt sich, dass erstens aus der 
Pankreasdriise eine Nucleinsiure gewonnen werden kann, die 
ihrem Charakter nach mehr der Saure gleicht, die von Kossel, 
Miescher, Schmiedeberg, Herlant, Osborne und Anderen 
aus verschiedenen Organen gewonnen wurde, als der von Ivar 
Bang als Guanylsiiure bezeichneten. Zweitens ist die aus 
der Hefe erhaltene Siure von der Myconucleinséure Herlant’s 
verschieden. 

Es wiire voreilig, irgend welche Schlussfolgerungen betreffs 
der Formel der Nucleinsiiure zu machen, doch scheint es mir 
wahrscheinlich, dass eine Nucleinsiiure von derselben Zusammen- 
setzung aus allen Organen gewonnen werden kann, und ob- 
gleich die Priiparate der Nucleinsiiure, die von Miescher, 
Schmiedeberg, Herlant und mir untersucht wurden, keine 
gleiche Zusammensetzung hatten, so ist doch der Unterschied 
nicht sehr gross. 
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Dagegen habe ich vergeblich versucht, aus Bacillen eine 
iihnliche Siiture zu gewinnen. Zwar hat Ruppel in den Tuberkel- 
bacillen eine freie Nucleinsiiure gefunden, die « Tuberkulinsiiure », 
die er aber nicht niher untersucht hat, aber vorher hatte ich 
schon das Vorkommen eines Nucleoproteids festgestellt. Da 
es nun nicht unwahrscheinlich war, dass die freie Siiure von 
der Siiure des Nucleoproteids verschieden war, suchte ich sie 
fiir sich zu isoliren. 

Trockene pulverisirte Bakterien werden wiederholt mit 
einer 5°/oigen Kochsalzlésung extrahirt, das Extract mit Pikrin- 
siiure und Essigsiiure gefiillt und filtrirt. Der in dem Filtrat 
mit Alkohol erzeugte biuretfreie Niederschlag wurde mit Kupfer- 
chlorid behandelt, der Niederschlag gewaschen und in gewohn- 
licher Weise getrocknet. Der Riickstand von dem Kochsalz- 
extract wurde mit einer 5°/oigen Sodalésung behandelt, Natron 
hinzugefiigt und 2 Stunden stehen gelassen. Nachdem sodann 
mit Essigsiiure neutralisirt, Prikrinsiiure und Essigsiiure bis 
zur sauren Reaction hinzugefiigt und filtrirt war, wurde im 
Filtrat mit Alkohol ein Niederschlag erzeugt, der biuretfrei 
war. Dieser wurde wieder in Lésung gebracht und das Kupfer- 
salz der Nucleinsaure in der gewohnlichen Weise dargestellt.') 


Priiparat 1. 


Freie Siiure, gewonnen, wie oben angegeben. 

0,1089 g gaben 0,1359 g CO, und 0,0490 g H,O. C = 34,83° 0 und 
H = 4,99%o, 

0,1270 g gaben 0,1592 g CO, und 0,0553 g H,O. C= 34,28°/o und 
H = 4,87 

0,1015 g gaben 11,5 ccm. N bei p =71,4 und t = 10,5°. N = 12,67" 0. 

01557 g gaben 0,0210 g CuO und 0,045 g Mg,P,0,. Cu = 10,75° 0 
und P = 


Priparat 2. 
Gewonnen aus dem Riickstand, nachdem die Bacillen 


mit Koehsalz extrahirt waren. 


0.10059 gaben 0,1101 CO, und 0,0441 g H,O. C = 29,88 und 
H = 4,87 %o. 


1) Die Versuche mit den Bacterien wurden in Dr. E. L. Prudeau’s 
Laboratorium (Saranac Lake, N.Y.) ausgefiihrt, und ich méchte auch an 
dieser Stelle ihm meinen besten Dank aussprechen. 
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0.1040 g gaben 0,1145 g CO, und 0,0469 g H,O. C= 30,02°» und 
H = 5,01 %o. 

0.1171 g gaben 11,5 ccm. N bei p=71,5 und t = 13,0°. N = 11,71" ,, 

0.2070 gaben 0,0378 g CuO und 0.0614 Mg,P,0,. Cu = 14,45° , 
und P == 8,822. 

Priparat 3. 

Statt mit Kochsalz wurden die Bakterien mit 8°/oigem Am- 
moniumchlorid extrahirt, der Riickstand in gewohnlicher Weise 
mit 5°/oiger Natronlauge, Essig- und Pikrinsiiure behandelt. 
Der mit Alkohol im Filtrate erzeugte Niederschlag wurde 
wieder in Natronlauge gelést, mit Essigsiiture angesiiuert und 
mit Alkohol gefiillt, der 0,5°/o HCl enthielt. Die ausgefallene 
Nucleinsiiure wurde mit 50°/oigem, zuletzt mit 95°/oigem 
Alkohol chlorfrei gewaschen, nochmals gelést und als Kupfer- 
salz wieder gewonnen. 


0,157 g gaben 10,8 ccm. N bei p= 72,1 und t=19°. N =7,49° 


0.2807 ¢ gaben 0,074 ¢ CuO und 0,105 g Mg,P,0,. Cu = 21,04° 
und P = 10,44%o.. 
Priiparat 4. 
In derselben Weise gewonnen wie Nr. 3. 
0.2502 g gaben 0,0725 g CuO und 0,0877 ¢ Mg,P,0,. Cu = 23,13° ». 
Priiparat 5. 
Gewonnen wie Priiparate 3 und 4. 
0,1343 gaben 0,1380 CO, und 0,0625 g H,O. C = 28.07% und 


5 
H 0. 
0,1708 g gaben 12,3 ccm. N bei p= 71,8 und t= 16° N =7,90° ». 


0,175 g gaben 0.0355 g CuO und 0,0685 g Mg,P,0,. Cu = 16,77 und 
P == 10,94% 0. 


Folgende Tabelle giebt die Resultate der Analysen, aul 
Cu-freie Substanz berechnet: 


c | N | 
| 
Priparat 38,94 % | 582% | 1419% 9,040 
IE | 35,00°%o | 5,77%Jo | 12.51% | 10,31 %o 
— | | 13,22 


\ | 33,36 | 6,14% | 9,42 | 13,05 %/o 
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Nur die letzten drei Priiparate scheinen eine verhiiltniss- 
miissig gleiche Zusammensetzung zu haben, doch mdchte ich 
gleich hier bemerken, dass die Tuberkulinsiiure weniger stabil 
ist wie die anderen Nucleinsiiuren. Hierein ist wahrscheinlich 
der Grund zu suchen, dass man nur schwierig Priiparate 
gleicher Zusammenstellung bekommt; es ist auch nicht un- 
moglich, dass die ersten beiden Priéiparate sauere Salze einer 
Siiure vom Charakter der letzten 3 Priiparate mit einer nicht 
eiweissartigen Base sind. 

Wie dem aber auch immer sei, alle Priiparate sind von 
den anderen Nucleinsiituren sehr verschieden. Es soll zum 
Schluss noch bemerkt werden, dass sie Guanin und Adenin 
in ihrem Molekiil enthalten und, mit einer Mineralsiiure erhitzt, 
Fehling’sche Lésung nicht reduciren. Sie sind siimmtlich 
eisenhaltig. 
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Ueber die quantitative Bestimmung der Harnsaure im Harn. 


Von 
Otto Folin und Phil. A. Shaffer. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des « Me Lean Hospital» fiir Irrenkranke, 
Waverley, Mass. U. S. A.) 


‘Der Redaction zugegangen am 2+. Mai 1901.) 


Vor etwa drei Jahren publicirte der eine von uns eine 
Modification der Hopkins‘schen Methode zur Bestimmung der 
Harnsiiure im Harn.!) Das Verfahren schien damals durch 
direkte Titrirung der durch Ammonsalze ausgeschiedenen Am- 
monurate zuverlissige Werthe zu liefern. Seither haben aber 
Nachpriifungen von Worner,?) sowie auch von Jolles*) die 
Genauigkeit der Methode nicht bestiatigt und es ohne 
Weiteres zugegeben werden, dass die Einwendungen_ beider 
Forscher bis zu einem gewissen Grade berechtigt sind. Die 
Methode war auf ihre Genauigkeit, besonders bei pathologischen 
Harnen, nicht geniigend gepriift worden und die weiteren, in 
der ersten Abhandlung in Aussicht gestellten Untersuchungen 
mussten wegen Zeitmangels verschoben werden. Dennoch 
waren die Untersuchungen, welche die Grundlage der vor- 
liegenden Arbeit bilden, schon im Gange, als die Abhandlung 
von Worner und die von Jolles erschienen. 

Da bei den zu beschreibenden Untersuchungen auch 
Salkowski'’s Methode immer wieder fiir Parallelbestimmungen 
benutzt wurde, erscheint es zweckmiissig, einige Bemerkungen 
iiber diese Methode vorauszuschicken. 4 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, 3. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. XXIX, 
3) Diese Zeitschrift, Bd. XXIX, S. 
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Salkowski’s Methode. 


Salkowski’s Methode der Harnsiiurebestimmung ist be- 
kanntlich, kurz gefasst, folgende: Der bis zum_ specifischen 
Gewicht von 1,020 verdiinnte Harn wird zuerst durch Magnesia- 
mischung von Phosphaten befreit. Die Fiillung der Harnsiiure 
und Alloxurbasen wird durch Zusatz won Silbernitrat und 
Ammoniak bewirkt, die entstehende Fiillung durch H,S zer- 
setzt und das Filtrat bis zu etwa 15 ccm. eingedampft und 
nach Ansiuren 24 Stunden stehen gelassen behufs Auskrystalli- 
sirung der Harnsiiure. 

Aus unseren Erfahrungen iiber diese Methode liasst sich 
nun Folgendes entnehmen: 

1. Die Fallbarkeit der Harnsiiure als Silbermagnesiumsalz 
ist fast vollkommen quantitativ. Dies ist leicht bei Anwendung 
reiner Harnsiiurel6sungen und chlorfreier Magnesiamischung 
durch direkte Titrirung der Silberfillungen sowie der Filtrate 
mit n/zo Kaliumpermanganatlésung nachzuweisen. In 150 ccm. 
des Filtrates war im Mittel nur etwa 0,5 mg Harnsiiure vor- 
handen, 

2. Bei Anwendung des Silberverfahrens nach Ludwig 
werden bekanntlich die Phosphate und der Silbermagnesia- 
niederschlag zusammen ausgefiillt, wiihrend nach Salkowski 
erstere zuvor abfiltrirt werden. Nach unseren Ergebnissen ist 
nun das Ludwig’sche Verfahren das richtigere, denn etwas 
Harnsiiure wird immer durch das Magnesiumphosphat mitge- 
rissen. Der nach der Salkowski’schen Methode hierbei ent- 
stehende Verlust betragt aus 100 cem. normalen Harnes im 
Mittel etwa 2 mg Harnsiiure. Eine genaue Priifung dieser 
Thatsache wurde durch Benutzung reiner HarnsiiurelOsungen 
ermoglicht. Als Beispiel sei folgender Versuch angefiihrt: 
Reine Harnsiiure wurde unter Zusatz von etwas Lithiumcarbonat 
in 2 Liter Wasser geldst, die Lésung in zwei gleiche Theile 
getheilt und dem einen 25 cem. Wasser, dem anderen 25 ccm. 
Natriumphosphatlésung zugesetzt. Direkte Titrirung ergab in 
beiden Lésungen den gleichen Harnsiiuregehalt, niimlich 77,6 mg 
pro 100 ecem. Darauf wurden 100 ccm. chloridfreie Magnesia- 
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mischung!) zu 300 ccm. der Phosphat enthaltenden Harnsiiure- 
ldsung zugesetzt und sogleich filtrirt. 150 cem. Filtrat, nach 
dem Ansiiuren titrirt, ergab 75,2 mg Harnsiiure, entsprechend 
also einem Verlust von 2,4 mg Harnsiiure. 

Der genannte, nach Salkowski’s Verfahren entstehende 
Verlust an Harnsiiure war iibrigens auch bei Harnen durch 
vergleichende, in tiblicher Weise ausgefiihrte Bestimmungen 
zu constatiren. Angesichts dieser Thatsache wurden die Phos- 
phate bei unseren spiiteren Harnsiurebestimmungen nach dem 
Silberverfahren immer zusammen mit der Harnsiiure heraus- 
gefiillt. Hier muss jedoch bemerkt werden, dass man bei dem 
Wiigen der Harnsiiure nach Salkowski der Gefahr ausgesetzt 
ist, wegen der kleinen Menge Wasser, die benutzt werden dart, 
nicht alle Phosphate von dem Filter entfernen zu kOnnen. Es 
ist tibrigens auch schwierig, die letzten, wegen ihrer Durch- 
sichtigkeit kaum sichtbaren Harnsiiurekrystalle durch etwa 50) 
bis 50 ccm. Waschwasser von der Abdampfschale auf das 
Filter spiilen. Da auch die nach Salkowsk1_ isolirte 
Harnsiiure sich in schénster Weise titriren liisst, empfiehlt es 
sich, die Harnsiiure auch hier zu titriren, anstatt zu wéigen. *) 
Man braucht dann gar nicht die letzten Spuren Harnsiiure aut 
das Filter zu waschen, sondern kann diese nachher direkt in 
das Becherglas spiilen. 

3. Nachdem die Harnsiiure als Silbermagnesiaverbindung 
aus dem Harn abgeschieden ist, wird diese Verbindung nacli 
Salkowski bei saurer Reaction durch H,5, nach Ludwig in 
alkalischer L6sung durch KHS entsilbert. Die erstere Methode 


1) Ammonsulfat wurde benutzt anstatt Ammonchlorid, um dic 
Magnesia in Lésung zu erhalten. 

“) Ber der Titrirung der nach Salkowski isolirten Harnséure 
muss diese vor dem Schwefelsiiurezusatz mit Hilfe von ein wenig Natron- 
lauge anfgelist werden. Die hierzu benutzte Natronlauge soll nich! 
«durch Alkohol gereinigt» sein, weil in diesem Falle die Natronlauge 
immer etwas Natriumalkoholat, welches das Permanganat reducirt, ent- 
hilt. Indessen kann dieser Alkohol leicht durch Kochen mit ein ganz 
wenig Natriumperoxyd entfernt werden, nur muss man selbstverstandlich 
dabei das Kochen fortsetzen, bis auch das Natriumperoxyd vollstiéndiz 
zersetzt ist. 
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ist sicher der Ludwig ’schen, wegen der Zersetzlichkeit der 
Harnsiiure durch Alkalien, vorzuziehen. ') 

Die Zersetzung der Silberfiillung nach Salkowski ist 
indessen auch ein sehr missliches Verfahren. Es gelingt niim- 
lich fast nie, alles Silber als Silbersulfid auf dem Filter autzu- 
fangen. Man muss daher nach Salkowski’s?) letzten Angaben 
die erhaltenen Filtrate mehrere Male auf das Filter zuriick- 
giessen, darauf dieselben eindampfen und nochmals filtriren, 
wobei man der Gefahr ausgesetzt ist, auch auskrystallisirte 
Harnsiiure mit dem Silbersulfid zu entfernen. Diese der Sal- 
kowski'schen Methode anhaftende Schwierigkeit liisst sich 
nun einfacher Weise durch Zusatz von etwas Kupfersulfat vor 
der Zerlegung durch H,S beseitigen. Die Zersetzung wird in 
folgender Weise ausgefiihrt: Der gewaschene Silbernieder- 
schlag wird in ein becherglas gespiilt, bis auf etwa 250 ccm 
verdiinnt und nach Zusatz von 5 bis 10 ecm. 1°/oiger Kupfer- 
sulfatlbsung und etwas Salzsiiure zum Sieden erhitzt. 

Durch die noch siedende Fliissigkeit wird H,S geleitet und 
das Kochen einige Minuten nach der Siittigung mit Schwefel- 
wasserstoff fortgesetzt. Nach diesem Verfahren erhiilt man 
sogleich vollstiindig klare Filtrate, aus denen durch das nach- 
herige Eindampfen kein Silbersulfid sich abscheidet. 

4. Bei der Benutzung der Salkowski’schen Methode soll 
noch die anzuwendende Correctur beriicksichtigt werden. In 
der letzten Auflage seines Practicums hat sich Salkowski 


1) Die leichte Zersetzlichkeit der Harnsiure durch Alkalien ist an- 


scheinend bei mehreren Forschern nicht geniigend beriicksichtigt worden. 
Vide z. B. Horbaczewski, Ueber die Trennung der Harnsiiure von 
Xanthin. Diese Zeitschrift, Bd. XVII, S. 343.) Man kann diese Zer- 
setzung genau titrimetrisch verfolgen: Eine Harnsiiurelésung, die 0,04 gin 
NaOH und 35,6 mg Harns&ure pro 100 ccm. Harnsiiure enthielt. wurde 
cerade zum Kochen erhitzt und sogleich abgekiihlt. Aus dieser L6sung 
wurde nun nur 33,6 mg Harnsiiure wiedergefunden, entsprechend also 
einem Verluste von 6°. Harnsiiure. Eine andere Lisung, die 1.5 ¢ NaOH 
und 88 mg Harnsiure pro 100 ccm. enthielt, wurde 45 Minuten lang auf 
einem Wasserbade erhitzt: 60 mg Harnsiiure, entsprechend einem Ver- 
luste von 28 mg oder 32°'o, wurden wiedergefunden. 
2) Vide Salkowski’s Practicum, 2. Aufl., S. 250. 
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hieriiber folgendermassen geiiussert: «Bei der Berechnung (des 
Harnsiiuregehaltes) ist es tiblich, eine Correctur fiir die Lés- 
lichkeit der Harnsiiure anzubringen, doch kann man_ diese 
hochstens fiir den Fall als zuliissig ansehen, dass die Quantitiit 
der Harnsiiure nicht abnorm gering ist, und die Quantitiit von 
Filtrat und Waschwasser 60 ccm. nicht tiberschreitet. Man 
pflegt fiir je 10 cem. desselben 0,5 mg Harnsiure zu ad- 
diren». Demnach scheint Salkowski jetzt die Anwendbar- 
keit der obigen Correctur fiir etwas fraglich zu halten. Da 
diese aber 3 mg Harnsiiure pro 100 ecm. Harn, als circa 5°/o der 
ganzen Harnsiiuremenge betrigt, kann der Salkowski schen 
bezw. der Ludwig’schen oder der Hopkins’ schen Methode 
zur Bestimmung der Harnsiiure kaum die iibliche grosse Ge- 
nauigkeit zugeschrieben werden, solange nicht die Anwend- 
barkeit dieser oder einer anderen Correctur festgestellt worden 
ist. Dieses erscheint aber fast unméglich, denn erstens sind 
wohl die erhaltenen Mutterlaugen in vielen Fiillen tibersiittigte 
Losungen, und zweitens wechseln die durch das Wasch- 
wasser gelésten Mengen Harnsiiure nicht nur mit der auf dem 
Filter anwesenden Menge, sondern noch mehr mit den 
wechselnden physikalischen Eigenschaften der aus dem Harn 
abgeschiedenen Harnsiiure. Bisweilen bekommt man_niimlich: 
grosse schéne Krystalle, die nur wenig durch 35 bis 75 ccm. 
Waschwasser gelést werden, in vielen Fiillen aber erhiilt 
man iiusserst kleine, stark gefiirbte, kaum krystallinische Harn- 
siiurepartikelehen, die man nicht ohne erhebliche Verluste bis 
zur Chlorfreiheit waschen kann. 

Nach einigen von uns hieriiber angestellten Versuchen 
wurde einmal 1,5 mg in 100 ccm. Waschwasser gefunden, ein 
anderes Mal sogar 4 mg Harnsiiure in 100 ccm. Waschwasser. 
Im letzten Falle war nach dem Waschen nur 27,6 mg Harn- 
siiure auf dem Filter vorhanden. Der Verlust an Harnsiiure 
durch 100 ecm. Waschwasser war demnach beinahe 13°)». 


Die Ammonsalzmethode. 


Das von Folin angegebene Verfahren zur Bestimmung 
der Harnsiiure im Harn ist folgendes: 
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Zu 100 cem. Harn werden 10 g Ammonsulfat und einige 
Tropfen Ammoniak zugesetzt. Nach 2stiindigem Stehen wird 
filtrirt und das abgeschiedene Ammonurat direkt durch Kalium- 
permanganat titrirt. 

Dieses Verfahren liefert bei vielen Harnen Resultate, die 
mit den nach Salkowski oder Hopkins erhaltenen sehr gut 
stimmen. Aber die Methode ist nicht als zuverliissig an- 
zusehen, weil derselben zwei Fehlerquellen anhaften, die sich 
zwar bei einer grossen Anzahl von Harnen fast genau aus- 
gleichen, aber trotzdem als unzuliissige Fehlerquellen gelten 
mussen. 

Die eine von diesen Fehlerquellen liegt in der schon von 
Worner erwiahnten Thatsache, dass zwei Stunden unter den 
obigen Bedingungen nicht geniigen, um alle Harnsiéure als 
Ammonurat auszufiillen. Nach liingerem Stehen bilden sich 
weitere Fiillungen, die zwar nicht, wie Worner angibt, aus 
Uraten bestehen, sondern aus Phosphaten, denen Spuren von 
Uraten beigemengt sind. 

Worner hat iibrigens die Frage iiber die Fillbarkeit der 
Harnsiiture durch Ammonsalze nur in ganz oberflachlicher 
Weise behandelt. Auf Seite 72 seiner Abhandlung hat er die 
Folin’schen Angaben in folgender Weise kritisirt: «Es lag 
aber bereits eine Mittheilung von A. Edmunds vor, dass 
Ammonsulfat Harnsiiture durchaus nicht so rasch und_ voll- 
stiindig ausfillt, eine Beobachtung, die ich nur bestiitigen kann. 
Folin geht tiber Edmunds Angaben mit den Worten hinweg: 
Edmunds fand, dass Sattigung mit Ammonsulfat eine 
vollstiindige Fiéllung nur nach mehrtigigem Stehen 
bewirke und dass Halbsittigung mit demselben Salze 
iiberhaupt keine Fallung erzeuge.|»') Dies Resultat scheint 
mir (Folin) so wenig im Einklang mit dem, was bei der 
Natur der Reaction erwartet werden sollte, dass ich glaubte, 
dasselbe bis auf Weiteres vernachliissigen zu kOnnen.» Gleich 
darauf, S. 74, sagt nun Worner: «Es geht aus diesen 


i) Der in Klammern enthaltene Satz wurde hier aus dem Original- 
artikel beigefiigt, doch hat Wérner denselben nicht citirt. 
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(Worner’s) Bestimmungen mit Sicherheit hervor, dass erst 
ein Zusatz von 60°/oigem Ammonsulfat die Harnsiiure rasch und 
vollig zur Abscheidung bringt>. Worner scheint keine Ahnung 
zu haben, dass er somit die oben citirten, gegen Edmunds 
gerichteten Bemerkungen Folin’s in vollstiindigster Weise be- 
stiitigt hat, denn 80° oiges Ammonsulfat bedeutet ja noch nicht 
einmal eine halbgesittigte Loésung. *) 

Uebrigens scheinen auch die Worner’schen Resultate 
bisweilen ungenau zu sein. 

Auf Seite 73 gibt er an, dass er durch Ausfiillung mit 
10° oigem Ammonsulfat aus 150 ccm. desselben Harns 2,94, 
),46, 71,82 und 81,90 mg Harnsiiure, also eine Differenz von 
etwa 89 mg Harnsiiure, erhalten hat. Bei mehreren hunderten, 
im letzten Jahre mit Hilfe von 10°/oigem Ammonsulfat ausge- 
fiirten Harnsiurebestimmungen haben wir nie eine Differenz 
von mehr als 5 mg Harnsiiure zwischen Parallelbestimmungen 
mit demselben Harn gefunden, und im Mittel betragen unsere 
Differenzen sicher nicht mehr als 1 mg Harnsiiure pro 100 ccm. 
Harn. Da die Woérner schen Resultate indessen nach seiner 
neuen Methode und nicht nach Hopkins oder nach Folin 
erhalten wurden, so miissen sie wohl auf seine eigene Methode 
zuruckgeftihrt werden. 

Dass durch 10°/oiges Ammonsulfat nach 2stiindigem Stehen 
nicht immer alle Harnsiiure aus Harn herausgefillt wird, wie 
dies Worner angibt, ist aber richtig. Durch weiteres Stehen 
wird oft noch 2 bis 4 mg Harnsiiure erhalten. Diese Schwierig- 
keit liisst sich nicht ohne Zusatz von sehr viel grOsseren Mengen 
Ammonsulfat (oder andere Ammonsalze) beseitigen. Dies ist 
aber nicht zu empfehlen, weil solchen concentrirten 
Losungen es iiusserst schwierig ist, vollstiindig klare Filtrate 
zu_erhalten, und auch, weil andere Substanzen bei vielen 
Harnen dadurch mit der Harnsiiure ausgetillt werden. Woérner s 
Angabe il. c. 8. 74), dass letzteres bei Anwendung von 20° »igem 
Ammonchlorid nicht der Fall ist, ist nicht richtig. Als Re- 
sultat einer grossen Anzahl, in verschiedenen Richtungen an- 


!; Comey’s Dictionary, 8. 57; Solubilities, S. 414. 
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gestellter Versuche sind wir zu der Schlussfolgerung ge- 
kommen, dass 10°%/oiges Ammonsulfat und 12 bis 
24stiindiges Stehen das zweckmiissigste Verfahren 
ist, um die Harnsiiure des Harns so zu fiillen, dass sie 
ohne Weiteres titrirt werden kann. Andere Ammonsalze, 
wie das Chlorid, das Acetat, das Carbonat, das Bicarbonat 
und das Phosphat, sowie auch Mischungen von verschiedenen 
dieser Salze, wurden auf ihre Brauchbarkeit untersucht; das 
Sulfat hat sich aber als das geeignetste bewahrt. Nach den 
Erfahrungen Jolles’ ist das Ammonacetat dem Sulfat wie 
auch dem Chlorid vorzuziehen, offenbar weil das Ammonacetat 
nach 2 bis 3stiindigem Stehen fast immer schnell ablautende, 
ganz klare Filtrate liefert, wiihrend andere Ammonsalze, be- 
sonders das Carbonat und das Sulfat, dies nicht immer thun. 
Hitte Jolles das in letzter Zeit von uns angewandte Ammon- 
phosphat in seine Untersuchungen hineingezogen, so wiirde er 
wahrscheinlich dieses Salz als noch besser als das Acetat ge- 
funden haben, denn es gibt immer sehr klare Filtrate. Diese 
Verschiedenheiten bei dem Filtriren machen sich aber kaum 
hbemerkbar, wenn man die Harnproben bis zum folgenden Tage 
stehen lésst. 

Die Thatsache, dass die harnsiiurefiillende Wirkung der 
Ammonsalze bisweilen nach 2 bis 3° Stunden nicht ganz 
vollendet ist, scheint ebenso wie Folin tibrigens auch Jolles 
entgangen zu sein, denn er erwiihnt ausdriicklich, dass keine 
weiteren Fallungen in seinen Filtraten entstanden seien. Wahr- 
scheinlich hat Jolles dabei ganz wie Folin nicht eine ge- 
niigend grosse Anzahl Filtrate bis am folgenden Tage stehen 
lassen, denn sonst wiirde auch er sicher obige Thatsache 
beobachtet haben. 

Die Jolles’sche Abhandlung enthalt noch ein paar An- 
gaben tiber die Ausfiillung der Harnsiiure als Ammonurat, die 
einer Berichtigung bediirfen. Nach Zusatz von Ammonsalz und 
Ammoniak lisst Jolles den Inhalt des Becherglases 2'/2 bis 
3 Stunden stehen, «wihrend welcher Zeit mit dem Glasrohr éfters 
umgerthrt wird». Das Umriihren ist nach unseren Erfahrungen 
jedoch ganz unzulissig, weil dadurch das ausfallende Ammon- 

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol, Chemie. XXXII. 37 
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urat so fein vertheilt wird, dass es sich nicht am Boden des 
Becherglases absetzt und nachher auch durch das beste Filtrir- 
papier geht und die Poren desselben verstopft. Im Gegentheil 
soll nur modglichst wenig umgeriihrt werden, d. h. nur _ bis 
alles zugesetzte Salz aufgelist ist und das Ammonurat sich 
abzuscheiden beginnt. Wird in dieser Weise verfahren, dann 
setzt sich das Ammonurat sehr gut am Boden des Becherglases 
ab und man kann spiiter bei der Filtration fast die ganze 
Menge der obenstehenden F'liissigkeit zuerst durch das Filter 
fllessen lassen und so das Filtriren und das nachherige Aus- 
waschen des Ammonurates sehr beschleunigen. 

Die weitere Angabe von Jolles, dass man dem Harne 
neben dem Ammonsalz nur einige Tropfen Ammoniak zusetzen 
darf, weil durch mehr Ammoniak gréssere Mengen von Phos- 
phaten ausgefillt werden, die dann das Filtriren bezw. das 
Auswaschen des Urates erschweren, ist ebenfalls irrthiimlich 
und wohl nur als ein Versehen Jolles*’ zu betrachten, denn 
die Menge der aus ammoniakalisch gemachten Harnen aus- 
fallenden Phosphate beruht nur auf den im Harn vorhandenen 
Mengen Calcium und Magnesium, die mit Phosphorsiiure un- 
l6sliche Salze zu geben vermogen. Die von Jolles gefundenen 
schwiecrigkeiten bei der Filtration sind, wie oben bemerkt, 
auf sein Ofteres Umriihren der Harnproben nach dem Auflésen 
des Ammonsalzes zurtickzufiihren. 

Ueber die Anwendung des Ammoniaks bei der Ausfiillung 
der Harnsiiure als Ammonurat lassen sich folgende Beobachtungen 
aus unseren Versuchen entnehmen: Geldste Harnsiiure wird 
ziemlich rasch durch Stehen mit Ammoniak allein zersetzt, 
ganz wie durch die stiirkeren Alkalien. So wurde z. B. eine 
reine Harnsiiureldsung von 73 mg durch Zusatz von 10°/oigem 
concentrirten Ammoniak und 18stiindiges Stehen bis aul 
21,6 mg Harnsiiure pro 100 ccm. Lisung zerstért. Bedeutende 
Mengen Ammoniak + Ammonsalz zersetzen aber Harnsiiure 
nicht, denn ein Zusatz von 10°/oigem Ammonsulfat und einem 
Zehntel Volumen 10°/oiger Ammoniaklésung zur obigen Harn- 
siiureldsung hatte nach 4S8stiindigem Stehen keine Harnsaure 
zersetzt. Ein miissiger Ueberschuss an Ammoniak_ beférdert 
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die Ausfillung wie das Abfiltriren der Harnsiéure. Bei sehr 
sauer reagirenden Harnen wird die Harnséure bisweilen erst 
durch 10°/oiges Ammonsulfat gefiillt, wenn man den Harn 
durch Ammoniak alkalisch gemacht hat. Als Hauptergebniss 
unserer hiertiber gemachten Erfahrungen ist anzugeben, dass 
ein Zusatz von 10 ccm. 10°/oigen oder 3 bis 4 ecm. con- 
centrirten Ammoniaks zu 100 ccm. Harn zweckmiissiger ist 
als die kleineren Mengen Ammoniak, die friiher von Folin 
wie von Jolles bei den Harnsiiurebestimmungen angewandt 
worden sind. 

Die Jolles’sche Arbeit enthilt eine Nachpriifung der 
Folin ’schen Methode. Die nach Folin gefundenen Werthe 
wurden dabei in iiblicher Weise mit anderen nach Ludwig- 
Salkowski erhaltenen Resultaten verglichen. Aus 20 Harnen, 
also aus 2 Liter Harn von verschiedener Herkunft wurden 
dabei durch das Ammonacetatverfahren 1,057 g Harnsiiure, 
nach Ludwig-Salkowski 0,975 g Harnsiiure gefunden. Somit 
ergibt sich, dass Jolles im Mittel 4 mg Harnsiiure mehr pro 
100 ecm. Harn nach Hopkins-Folin als nach Ludwig-Sal- 
kowski gefunden hat. Das Verfahren Jolles’, diese Differenzen 
auch als Procente darzustellen, erscheint uns jedoch nicht 
sachgemiiss, denn man kann gerade so gut iibereinstimmende 
Resultate aus Harnen mit hohem, wie aus Harnen mit niedrigerem 
Harnsiiuregehalt bekommen. Dies wird ersichtlich, wenn man 
z b. aus der Jolles’schen Tabelle') Harn 2 und Harn 17 
vergleicht: bei Harn 2 wurde eine Differenz von 2 mg, bei 
Harn 17 eine Differenz von 3 mg Harnsiiure gefunden; als 
Procent berechnet werden nun diese Differenzen in dem einen 
Fall als 4 in dem anderen Fall als 9°/o wiedergegeben. 

Die von Jolles erhaltenen Resultate sind indessen an- 
nahernd dieselbeh, wie wir sie bei einer ganzen Reihe von 
Harnen nach dem urspriinglichen Folin’schen Verfahren er- 
halten haben, d. h. bis zu 7 mg, im Mittel etwa 31/2 mg mehr 
als die nach Salkowski oder Hopkins erhaltenen Werthe. 
Aus unserem Protokoll, das eine grosse Anzahl solcher Analysen 
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enthilt, werden einige direkt auf einander folgende entnommen, 
um diesen Punkt zu beleuchten. Dabei sei zu bemerken, dass 
bei den «nach Folin» gemachten Versuchen der filtrirte Harn 
nach Zusatz von Ammonsalz und Ammoniak bis am niichsten 
Tage stehen gelassen und darauf das abgeschiedene Ammon- 
urat direkt titrirt wurde. Bei den «nach Hopkins» aus- 
gefiihrten Versuchen wurde der Harn nur 2 bis 3 Stunden 
stehen gelassen und die in dem Ammonurat enthaltene Harn- 
siure vor der Titration durch Siiurezusatz und 24stiindiges 
Stehen abgeschieden. Bei den «nach Salkowski» gemachten 
Parallelbestimmungen wurden die Phosphate vor dem Silber- 
nitratzusatz abfiltrirt. Eine Correctur fiir die Léslichkeit des 
Ammonurates oder der freien Harnsiiure wurde nicht benutzt, 
die Mutterlauge und das Waschwasser wurden aber immer 
genau abgemessen. 

Bisweilen wurde die Harnsiiure nach Folin durch Zusatz 
kleiner Mengen Ammonsalz ausgefillt und die Harnsiiure darauf 
nach Hopkins durch Siiurezusatz und 24stiindiges Stehen ab- 
geschieden. Dieses Verfahren wird mit den Worten «nach 
Hopkins-Folin» bezeichnet. 

Die Menge des angewandten Harnes betrug fiir jede 
Bestimmung 100 cem. 


1. Gemischter Harn. (Normal) 


Nach Folin Harn (NH,),50, ergab 47,2 mg Harnsiure. 
+ (NH,),CO, > 480 » 
> > + Ammonphosphat >» 47,2 » > 
Nach Salkowski (Mutterl.-+ Waschw. =40cem.) » 46.2 » » 
( + + =60 > )> 462 > 
> > ( » a » = 50 > ) > 46,0 > > 
( > > )» 47,0 » 

2. Gemischter Harn. (Normal.) 

Nach Folin Harn 7° o Ammonphosphat ergab 61,8 mg Harnsaure. 
> > 7% > > 62,2 » > 
» 12% > 61.8 > > 
Nach Hopkins (Mutterl. + Waschw.=40cem.) » 57,6 » | 
> > ( > +- > = 4A) » ) > 57,6 > » 


Nach Hopkins-Folin 12° (NH,),SO, 
‘Mutterl. + Waschw. = -+40 ccm.) >» 99,7 » > 
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Nach Hopkins-Folin 7°/o (NH,),SO, 


(Mutterl. +- Waschw. = 40 ccm.) ergab 58,1 mg Harnsaure. 
Nach Salkowski (Mutterl.-+ Waschw.=40cem.) » 54,0 » 
> > ( » » >» > 57,5 > 


3. Normaler Harn eines Irrenkranken. 


Specifisches Gewicht 1,020. Tagesmenge 800 ccm. 


Nach Folin Harn + 10°/o (NH,),SO, ergab 57,0 mg Harnsiure. 

> » -+ Ammonphosphat >» 56,2 > 

> 20% > B43 » 
Nach Hopkins — (Mutterl. 15 cem. +- Waschw. 28eem) » 53.4 » > 

> » ( > 8 » ote » 37 >» ) > 53,4 > > 
Nach Salkowski( » 14>» + » 44>) » 498 » > 

» ( » 10 « > 25 » ) » > > 


4. Harn eines Irrenkranken. 


Specifisches Gewicht 1,030. Tagesmenge 800 cem. 


Nach Folin Harn + 10°/o (NH,),50, ergab 90,0 mg Harnsiiure. 

> > » -+ 10°/o Ammonphosphat > 88,2 » > 

» 20% > >» > 
Nach Hopkins (Matterl. 18 com. Waschwasser 30 ecm.) 83.0 » 

> > ( » 10 >» + > 385 >) » 81,4 > > 
Nach Salkowski( » 14 » + » 80>) » 81,7 » , 

(> @>»+t » 50>) » 803 > 


5. Harn eines Irrenkranken. 


Specifisches Gewicht 1,0045. Tagesmenge 2080 cem. 


Nach Folin Harn + 10°/o (NH,),50, ergab 15,3 mg Harnsiure. 
Nach Hopkins-Folin Harn + 10°/o (NH,),SO, 
(Mutterl. 7 ccm. + Waschw. 40 ccm.) > 12,1 >» 
Nach Hopkins — (Mutterl. 13 com. + Wasehw. 25 cem.) » 13,0 > 
(> 5> + » 30>) » 13,7 > 
Nach Salkowski( » 8» + » 43>) » 13,0 > > 
» > ( 6 > » ) » 13,0 » 


6. Fieberharn. (Grippe). 
Specifisches Gewicht 1,033. Tagesmenge 1080 ccm. 


Nach Folin Harn + 10°/o (NH,),SO, ergab 72,3 mg Harnsiure. 
Nach Hopkins-Folin Harn + 10°/o 
(Mutterl. 9 +- Waschw. 40 cem.) >» 68,3 » 


Nach Salkowski (Matterl. 30 com. Waschw. 50cem) 67,6 » 
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7. Harn eines Irrenkranken. 


Specifisches Gewicht 1,024. Tagesmenge 500 ccm. 


Nach Folin Harn + 10°/o (NH,),SO, ergab 65,8 mg Harnsaure. 
Nach Hopkins-Folin + 10°/o (NH,),SO, 
(Mutterl. 20 ccm. + Waschw. 30 ccm.) > 61,1 > > 


8. Harn eines Irrenkranken. 
Specifisches Gewicht 1,020. 


Nach Folin Harn +- 10°/o (NH,),SO, ergab 24,0 mg Harnsiure. 
Nach Hopkins — (Mutter, 13cem. Wasehw. 30 ecm.) > 20,8 » » 

> > ( 12>+ » 32>) » 208 >» 
Nach Salkowski( » 9» + » 3B4 >) » 208 » > 


9. Harn eines Irrenkranken. 


Specifisches Gewicht 1,024. 


Nach Folin Harn + 10°/o (NH,),SO, ergab 55,9 mg Harnsiiure. 
Nach Hopkins — (Matterl, 8 com. +- Wasehw. 28 ccm.) >» 52,5 » > 
Nach Salkowski( » if >» + » 37 >) » 521 > » 

> ( « 15 >+ » 48 >») » 527> 


10. Harn eines Irrenkranken. 


Specifisches Gewicht 1,0245. 


Nach Folin Harn +- 10°/o (NH,),SO, ergab 48,9 mg Harnsiiure. 
Nach Hopkins — (Mutterl. 7 cem.-+- Waschw. 38 ccm.) 45,6 » » 
Nach Salkowski( » 10 » + » 40>») » 493 » > 

> ( » > 40 » ) 48,6 » > 


11. Harn eines Irrenkranken. 


Specifisches Gewicht 1,0145. 


Nach Hopkins — (Mutterl. 8 ccm. Waschw. 30 cem.) ergab 36,4 mg Harnsiure. 
Nach Salkowski( » 25 » + » 30>) » 86,4 » > 
» » ( > 18 » -t- > 22 » ) » 37,1 » >» 


12. Harn eines Irrenkranken. 


Specilisches Gewicht 1,0205. 
Nach Folin Harn + 10°/o (NH,),SO, ergab 36,0 mg’ Harnsiure. 
Nach Hopkins-Folin + 10%o (NH,),SO, 


(Mutterl. 12 cem. + Waschw. 30 ccm.) >» 83,4 » > 

Nach Hopkins (Mautterl. 18 ccm. Waschw. 28 ecm.) » 33,7 » > 
> ( >» » Bt >) » 3853 > 

Nach Salkowski( » 17> + >» 40 >) » 83,5 » > 


» ( e 10 » - » 48 > ) » 33.8 » > 
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13. Gemischter Harn. 


Nach Folin Harn + 10°/o (NH,),SO, ergab 50,2 mg Harnsiure. 
Nach Hopkins-Folin 10° 0 (NH,),SO, 
(Mutterl. 14 cem. + Waschw. 30 cem.) > 48,4 >» . 
Nach Hopkins  (Mutterl. 15 com. ++ Waschw. 26 cem.) 49,1 » . 
> > ( 9» + » B2>) » 480 > > 
NachSalkowski( » 9 » > » ) » 47,6 > » 
( > > > 30 > ) > 463 > > 


14. Harn eines Irrenkranken. 
Specifisches Gewicht 1,030. 


Nach Folin Harn + 10°/o (NH,),SO, ergab 24,0 mg Harnsiure. 
Nach Hopkins (Matterl. 13 ccm. >» 20,8 >» 

( > 12>4 > >) > 20,8 » 
Nach Salkowski( » 9» + = » >» ) 20,8 » 


15. Harn eines Irrenkranken. 
Specifisches Gewicht 1,024. 


Nach Folin Harn + 10°/o (NH,),SO, ergab 55.9 mg Harnsiiure. 
Nach Hopkins (Motterl, com. Waschw. 28 ccm.) 52,5 » 
Nach Salkowski( » 15 » + » 48 >») » 52,7 » 


Die obenstehenden Resultate stimmen somit mit denen 
von Jolles erhaltenen tiberein. Da aber Jolles seine Harn- 
proben nur 2—3 Stunden vor dem Filtriren stehen liess, so 
ist dies eigentlich auf den ersten Blick befremdend, denn 
gleich den friiheren Folin’schen hitten seine Resultate nie- 
driger ausfallen sollen. Dass dies nicht der Fall ist, liegt 
wohl daran, dass Jolles seine Harne nicht immer filtrirte. 
Wir werden auf die Nothwendigkeit des Filtrirens weiter unten 
zu sprechen kommen. Zuerst sei es uns gestattet, den Grund 
zu erdrtern, weshalb unsere Resultate etwas hédhere Werthe 
ergaben, als die nach Salkowski oder Hopkins erhaltenen. 

Wir machten im Laufe unserer Untersuchungen die Er- 
fahrung, dass es bei manchen Harnen einfach unmdoglich war, 
die nach Salkowski eder Hopkins ermittelten Werthe durch 
direktes Titriren der Ammonsalzefiillungen zu erhalten. Von 
demselben Individuum stammende Harne ergaben an einigen 
Tagen richtige, an anderen durchaus zu hohe Resultate. Es 
war somit nicht zu leugnen, dass es viele pathologische, wie 
auch anscheinend normale Harne gibt, die einen Koérper ent- 
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halten, der wie Harnsiure durch geringe Mengen Ammonsalze 
gefillt wird und auch das Kaliumpermanganat reducirt. Da 
es sich weiter ergab, dass blosses Filtriren des Harnes yor 
der Ausfiillung der Harnsiiure den hierdurch entstehenden 
Fehler, auch bei den klarsten Harnen, immer verminderte, so 
wurde angenommen, dass es sich um die von K. Moérner 
erwihnte Mucoidsubstanz handelte, die auch bei anscheinend 
klaren Harnen in colloider Lésung vorhanden sein konnte.  In- 
wieweit diese Annahme richtig ist, entzieht sich bislang der 
Beurtheilung. Ein Mittel war aber schliesslich gefunden, durch 
welches die Substanz vor der Ausfiillung der Harnsaure ent- 
fernt werden konnte. Der K6rper ist niimlich durch die an- 
zuwendenden Mengen Ammonsalz bei saurer Reaction fillbar. 
Setzt man etwa 1 cem. 10°%/oiger Essigsiiure neben 10 ¢ 
Ammonsalz 100 ccm, Harn zu, so entsteht sogleich bei solchen 
Harnen cine flockige, wegen ihrer Durchsichtigkeit schwer 
sichtbare Fiillung, bestehend aus eben diesem Korper. Da es 
sich bei unseren Untersuchungen nur um das Wegschaffen 
dieses st6renden Koérpers handelte, und da er weiter in nur 
ganz geringen Mengen vorhanden ist, so wurde er nicht niiher 
studirt. Immerhin kénnen einige Angaben dariiber gemacht 
werden. Er gibt die Biuretreaction, ist in Alkalien loslich, in 
verdiinnten Siuren unldslich. Nach Kochen desselben mit 
verdiinnter HCl konnte keine kupferoxydreducirende Wirkung 
festgestellt werden; die angewandte Menge war aber moglicher 
Weise zu gering, um hieriiber sichere Resultate zu ergeben. 
Ferner sei bemerkt, dass die Substanz sehr schwer abzufiltriren 
ist, denn selbst eine geringe Menge derselben verstopft die 
Poren des Filters fast  vollstiindig. Die Anwesenheit dieses 
Korpers erklirt nun, warum Hopkins und nach ihm Ritter 
das aus Harn durch Ammonchlorid erzeugte Ammonurat_ in 
keiner Weise titrirungstihig erhalten konnten, denn durch 
Siittigung mit Ammonchlorid, besonders ohne Zusatz von Am- 
moniak, wird derselbe anscheinend quantitativ gefallt. 

Um nun diesen Koérper vor der Abscheidung der Harn- 
siiture zu entfernen, ist es vortheilhaft, neben ihm auch eine 
andere Fiillung in dem Harn zu erzeugen, um das Abfiltriven 
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zu erleichtern. Eine solche, selbst gut abfiltrirende, bei saurer 
Reaction entstehende Fillung von Uranphosphat wird durch 
Zusatz von etwas Uranacetat erzeugt. 

Die Ammonsulfatmethode der Harnsiiurebestimmung hat 
sich daher in folgender Weise gestaltet: 500 g¢ Ammonsulfat, 
5 g@ Uranacetat und 60 ecm. 10°/oiger Essigsiiure werden 
durch Zusatz von 650 ccm. Wasser gelést. Das Volumen der 
so erhaltenen Lisung ist fast genau 1 Liter. 75 ccm. obiger 
Losung wird mit 300 ccm. Harn in einer Flasche von 500 ccm. 
Inhalt gemischt. Um dem Niederschlag Zeit zum Absetzen zu 
geben, wird die Mischung 5 Minuten stehen gelassen, alsdann 
durch zwei Faltenfilter filtrirt und je 125 ccm. der Filtrate in 
zwei Becherglaiser abgemessen. Diesen Filtraten werden nun 
5 ccm. concentrirten Ammoniaks beigesetzt und nach etwas 
Umriihren wird die Lésung bis zum niichsten Tage weggestellt. 
Von dem nun immer am Boden des Becherglases abgesetzten 
Ammonurat wird die obenstehende Fliissigkeit vorsichtig auf 
ein Filter (Schleicher und Schiill Nr. 597) gegossen, zuletzt 
die Fiallung mittelst 10°/oiger Ammonsulfatlbsung auf das 
Filter gespiilt und einige Mal gewaschen. Spuren von Chlo- 
riden stOren die Titration nicht und das ganze Filtriren und 
Auswaschen kann in obiger Weise in 20—30 Minuten beendet 
werden. Bei dem Zuriickspiilen des Urates in das Bechergias 
empfiehlt es sich, das Filter zuerst aus dem Trichter zu 
nehmen und zu Offnen, anstatt dasselbe nur mit dem Glas- 
stabe zu durchstossen. Dem Ammonurat, in anniihernd 100 ccm. 
Wasser aufgeschlemmt, wird 15 cem. concentrirte Schwefel- 
siure zugesetzt und die erhaltene Lésung sogleich  titrirt. 
Gegen das Ende der Titration ist es zweckmiissig, die Kalium- 
permanganatlésung in Portionen von je zwei Tropfen hinein- 
fliessen zu lassen, bis die erste schwache Rosafiirbung durch 
die ganze Fliissigkeit zu sehen ist. Jeder Cubikcentimeter 
n/20-Permanganatlésung entspricht 3,75 mg Harnsiiure.!) Eine 


1) Da die Titration der Harnsiiure sich wohl immer als das be- 
quenste Verfahren zur Bestimmung derselben bewahren wird, welche 
Methode zur Isolirung der Harnsiiure man auch anwende, so sollen noch 
einige Bemerkungen hieriiber beigefiigt werden. Die Bedenken Ritter’s 
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Correctur von 3 mg Harnséure pro je 100 ccm. des ange- 
wandten Harns ist wegen der Léslichkeit des Ammonurates 
hinzuzufiigen. 

Bei den unten hinzuzufiigenden Harnséurebestimmungen 
wurde die anzuwendende Correctur nicht beigegeben, um die 
Vergleichung der direkt nach obiger Methode erhaltenen Zahlen 
mit den nach Salkowski erhaltenen zu erleichtern. Inwie- 
weit die angegebene Correctur der Loslichkeit des Ammon- 
urates bei Harnen genau entspricht, erscheint uns fast unmdég- 
lich, festzustellen. Die Loslichkeit des Ammonurates aus reinen 
Harnsiiureldsungen entspricht 1,5 mg pro 100 cem. Lésung. 
Bei Harnen erscheint diese Loslichkeit etwas grésser zu sein 
und wir haben die anzuwendende Correctur als 3 mg_ pro 
100 ccm. Harn vorgeschlagen. Die Griinde hierfiir sind fol- 
gende: In grésseren Mengen von aus Harnen erhaltenen Am- 
monsulfatfiltraten wurde die Harnséure nach Salkowski_ be- 
stimmt. Diese Silberniederschliige enthalten neben Harnsiiure 
und den bekannten Alloxurbasen auch einen unbekannten 
Korper, der das Kaliumpermanganat reducirt. Da aus einem 
Liter Harnfiltrat bedeutende Mengen dieses Koérpers und nur 
wenig Harnsiiure zuletzt in etwa 20—30 cem. Fliissigkeit er- 
halten werden, so ist es gar nicht sicher, ob die auskrystalli- 
sirende Harnsiiure nicht durch bedeutende Mengen dieses un- 
bekannten Kérpers verunreinigt ist und ob nicht die erhaltenen 
Harnsiiuremengen etwas zu hoch ausfallen. Aus 1000 ccm. 
Harnfiltrat wurde indessen zweimal 27 mg Harnsiiure und aus 
700 com. 17 mg Harnsiiure erhalten. In jedem Falle betrug 


und nach ihm Mérner’s, dass das Waigen doch der Titration, wegen der 
Zersetzlichkeit der Permanganatlésungen bei einzelnen Harnsiurebestim- 
mungen, vorzuziehen sei, sind kaum berechtigt. Die Untersuchungen 
Morse’s (American Chemical Journal, Bd. 18, 8. 401; Bd. 20, 8. 521) 
haben ja gezeigt, dass reine Kaliumpermanganatlésungen sich Monate 
lang unveriindert halten. Ferner hielt sich Oxalsiiure, durch die man 
den Titer der Permanganatlésung in einigen Minuten feststellen kann, 
in normaler Losung sehr lange Zeit unverindert. Uebrigens kénnen zu 
jeder Zeit Permanganatlisungen frisch bereitet und dieselben fiir kliniscle 
Zwecke ohne Feststellung des Titers benutzt werden, wenn man reine 
Kaliumpermanganatpriiparate, wie z. B. Kahlbaum’s, benutzt. 
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die Mutterlange + Waschwasser 60 ccm. Wenn wir dem- 
gemiss den Harnsiuregehalt des Ammonsulfatfiltrates als 3 mg 
pro 100 ccm. anschlagen, so entspricht dies dem aus einer 
grossen Anzahl Harnen enthaltenen Mittelwerth und da es sich 
ferner in diesem Falle nur um gesiittigte Mutterlaugen und 
nicht auch um Waschfliissigkeiten handelt, wie dies bei der 
Salkowski’schen Correctur der Fall ist, so ist wohl die An- 
nahme berechtigt, dass diese Correctur auch ziemlich constant 
sein muss. 

Bei den folgenden Harnsiurebestimmungen wurde die 
Salkowski’sche Methode immer in der Weise abgeiindert, 
dass die Phosphate zusammen mit den Silberverbindungen 
ausgefallt werden. Die Zersetzung des Silberniederschlages 
durch H,S wurde in oben beschriebener Weise unter Zusatz 
von etwas Kupfersulfat ausgefiihrt. Das Ammonsulfatverfahren 
wurde, wie oben geschildert, ausgefiihrt und dabei wie zuvor 
die anzuwendende Correctur von 3 mg Harnsiiure zwecks 
leichter Vergleichung nicht berechnet. 


| Harnsdaure | Nach Salkowski 
Art der Harne der Ammon- ‘Mutterlauge 
| Harnsaure 
methode | 
1 Pneumonieharn, eiweisshaltig. . . . 33,2 34,5 | 70 ccm. 
| 33,7 | 80 » 
2 Fieberharn, allgemeine Tuberculose . 47,3 46,9 65 
4 Fieberharn, croupiése Pneumonie . 31,9 33,7 | 50 
Fieberharn, tuberculése Peritonitis 43,8 43,5 80 
6 Diabetes mellitus. Allgemeine Paralyse 26.6 26,4 | 60 
| 25,6 | 85 
7,Pneumoniehan ......... 77,6 78,0 
9 509 | 505 
| 50.9 | 80 
| | 48,7 | 65 
11 Fieberharn, stark gefiirbt 1042 | 103.4 | 75 
102.3 &U 


% 
1 
A 
* 
+ 
gk 
a 
‘ 
i 
é 


| Harnsaure | Nach Salkowski 

| in mg nach 

| Art der Harne der Ammon- Mutterlauge 

sulfat- Harnsaure 

| methode in mg — 
12 Fieberharn, stark gefiirbt . 2... 18,8 18,5 | 60 cem. 

| 17,4 | 50 » 
13 Fieberharn. Gelenkrheumatismus. . 50,6 50,6 80 

| 51,3 8Q 
14| Fieberharn. Phthisis. ....... 22,5 24,0 SO» 

| 23,6 70 >» 
15 Septische Endometritis. ..... .| 66,7 66,4 | 80. » 
16 Normaler Harn, stark gefarbt. .. . 51,9 | 60 » 

| 51,4 80 >» 

32,6 80> 

18 Gemischter Harn ....- +... 51,5 51,6 90» 
19. Icterischer Harn, sehr gefarbt. 

| (Icterische Harne miissen zuerst durch 

Zusatz von etwas Eiweisslésung und 

| Aufkochen entfiirbt werden.) 24,4 25,1 60 


Ueber die Methoden von Morner und Jolles. 


Als Anhang dieser Arbeit sollen noch einige Bemerkungen 
iiber die zwei neuen, von Mérner und Jolles angegebenen 
Methoden zur Bestimmung der Harnsiiure beigefiigt werden. 

Nach Mérner wird die Harnsiiure durch Ammonchlorid 
gefiillt; das Ammoniak des Wassers wie das des Ammonchlorids 
wird durch kochende Natronlauge entfernt und die in Lésung 
zuriickbleibende Harnsiiure nach Kjeldahl als Ammoniak be- 
stimmt. Inwiefern dieses Verfahren bequemer als das ur- 
spriingliche Hopkins’sche sein soll, ist nicht ersichtlich; 
jedenfalls ist es ungenauer, denn neben der Harnsiiure wird 
auch der oben beschriebene Eiweisskérper gefallt und bei der 
Stickstoffbestimmung als Harnsiiure berechnet. Die MOrner sche 
Angabe, dass Harnsiiure durch Erwiirmen besser als bei ge- 
wohnlicher Temperatur als Ammonurat ausgefiillt wird, kénnen 
wir nach unseren Erfahrungen auch nicht bestiitigen. 
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Druckfehler-Berichtigung. 
Band XXXII Seite 570 und 571 lies Wérner statt Moérner. 
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Die Jolles’sche Methode zur Bestimmung der Harnsiiure 
beruht, wie die Mérner’sche, auf der Herausfillung der 
Harnsiure als Ammonurat und der Abtreibung des an die 
Salze gebundenen Ammoniaks durch kochende Alkalien. Nur 
bentitzt Jolles Ammonacetat anstatt Ammonchlorid zur Her- 
ausfallung der Harnsiiure und Magnesiumoxyd anstatt Natron- 
lauge zur Abtreibung des Ammoniaks. Anstatt die Harnsiiure 
nach Kjeldahl zu Ammonsulfat zu oxydiren, oxydirt Jolles 
zu Harnstoff unter Anwendung von kochendem Kaliumperman- 
ganat und Schwelelsdure. Der Harnstoff wird darauf durch 
Natriumhypobromit zersetzt und die Harnsaéure aus dem er- 
haltenen Volumen Stickstoff berechnet. 

Die Jolles’sche Angabe, dass Harnsiiure durch kochendes 
Kaliumpermanganat und Schwefelsiiure quantitativ in Harnstoff 
gespalten wird und dass dabei kein Ammonsulfat entsteht, 
erscheint uns etwas zweifelhaft, denn selbst, wenn auch nur 
Harnstoff ausschliesslich zuerst geformt wurde, so wird der- 
selbe doch durch kochende, verdiinnte Mineralsiiure zum Theil 
in Ammoniak und Kohlensiiure gespalten. Es ist itibrigens 
nicht ersichtlich, warum Jolles solch Gewicht auf die 
Spaltung der Harnsiiure nur bis zu Harnstoff legt, denn 
Ammoniak wird ja vollstiindiger als Harnstoff durch Natrium- 
hypobromit in Wasser und Stickstoff gespalten.') 

Uebrigens ist aber auch die Zersetzung des Harnstoffs 
durch Natriumhypobromit so ungenau, dass die auf diesem 
Princip beruhenden Methoden zur Bestimmung des Harnstoffs 
im Harn jetzt wohl tiberhaupt nur fir klinische Zwecke, wo 
es sich nicht um eine besondere Genauigkeit handelt, gebraucht 
werden. Diese Bedenken gegen das Jolles’sche Verfahren 
werden aber noch schwerwiegendere, wenn man noch andere 
Bedingungen, unter denen er arbeitet, in Mitrechnung zieht. 


1) In dem chemischen Laboratorium des «Mec Lean Hospital» wird 
Harnstoff bisweilen in der Weise bestimmt, dass der nach Mérner und 
Sjoquist oder nach Kriiger von anderen Stickstoffverbindungen des 
Harnes isolirte Harnstoff nach Folin durch kochendes Magnesiumchlorid 
in Ammoniak gespalten und darauf nach Knop und Dietrich als Stick- 
stoff bestimmt wird. 
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Die Zersetzung des Harnstoffs durch Natriumhypobromit ist 
niimlich nie quantitativ, ist aber um so unvollstiindiger, je 
verdiinnter die das angewandte Natriumhypobromit enthaltende 
Natronlauge ist. Der nach Jolles aus der Harnsiure er- 
haltene Harnstoff, dessen Menge héchstens dem Harnstoff in 
etwa 3 bis 4 ccm. normalen Harns entspricht, ist nun aber 
in 200 bis 250 ccm. Wasser gelést. Dazu kommt noch, dass 
Jolles nur 8O g NaOH im Liter, anstatt der tiblichen 100 ¢g 
in 250 ccm. beniitzt. Die Annahme Jolles’, dass bei seincr 
Methode der Harnstoff quantitativ zersetzt wird, scheint uns 
unter diesen Umstiinden weiterer Bestiétigung zu_ bediirfen, 
auch ist die Thatsache nicht zu vergessen, dass eine relativ 
sehr betriichtliche Menge Stickstoff in der grossen Quantitiit 
Wasser absorbirt wird. 

Da wir in letzter Zeit auch mit reinen Harnstofflosungen 
gearbeitet haben, wurde einmal folgender Versuch angestellt: 
20 com, 0,47°/oiger Harnstoffldsung wurden durch 25 ccm. 
Natriumhypobromit unter den tiblichen Bedingungen zersetzt. 
Es wurden erhalten 30,8 cem. Stickstoff (741 mm., 25°), ent- 
sprechend 89,3°/o des angewandten Harnstoffs. Darauf wurden 
20 ccm. derselben Harnstoffl6sung auf 200 cem. verdiinnt und 
in derselben Weise durch Zusatz von 25 ccm. Natriumhypo- 
bromitlésung zersetzt, in diesem Falle wurden nur 8,6 ccm. Stick- 
stoff erhalten. 
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Ueber die Entgiftung der Toxine durch die Superoxyde, sowie 
thierische und pflanzliche Oxydasen. 
Von 


N. Sieber. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Institutes fiir experimentelle Medicin 
in Petersburg.) 


(Der Redaction zugegangen am 29. Mai 1901.) 


Anliisslich meiner gemeinschaftlich mit Prof. M. Nencki 
und Frau Dr. Schumoff-Simanowski ausgefiihrten Unter- 
suchung tiber die Entgiftung der Toxine durch die Verdauungs- 
siifte'!) haben wir gefunden, dass allerdings einzelne Toxine 
wie z. B. das Diphtherie- und Tetanotoxin durch die Ver- 
dauungssiifte sehr energisch zerstOrt werden, sodass ihre Un- 
schiidlichkeit bei Verabreichung per os dadurch vollkommen 
erklirt wird. Andererseits fanden wir bei der Fortsetzung 
unserer Untersuchung,?) dass andere Toxine, wie z. B. das Abrin, 
von keinem der Verdauungssiifte weder einzeln, noch im Ce- 
misch in dem Maasse veriindert werden, dass dadurech ihre 
Unschiidlichkeit bei Verabreichung per erkliirt werden 
konnte. Es miissen also noch andere Factoren sein, welche 
im Verdauungseanal die Entgiftung des Abrins bewirken. Um 
der Frage niher zu treten, habe ich daher die EKinwirkung 
solcher oxydirender Agentien, welche mit den Oxydationsvor- 
gingen im Organismus Analogien haben, auf die Toxine unter- 
sucht. Ich wiihlte dazu das Wasserstoffsuperoxyd und Calcium- 
superoxyd. Dieses letztere Salz, dessen Spaltung in Kalk und 


1) Nencki, Sieber und Schumoff-Simanowski, Centralb. fiir 1 | 
Bacter., erste Abtheil., Bd. 23, S. 840. | 
*) S. Dzierzgowski und N. Sieber, Archives des Sciences 
biologiques, Bd. VIII. 
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Sauerstoff im Verdauungstractus und den Geweben schon von 
M. Nencki und J. Zaleski!) constatirt wurde, war fiir meinen 
Zweck ganz besonders geeignet. Das Calciumsuperoxyd = 
CaO,, durch Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd auf Kalk- 
wasser dargestellt, ist ein weisses krystallinisches, in Wasser 
unlosliches Pulver, das 4 Molekiile Krystallwasser enthiilt. Bei 
Zimmertemperatur trocken aufbewahrt, hilt es sich lange un- 
veriindert. Bei der Bruttemperatur dagegen mit Wasser an- 
geriihrt, zersetzt es sich, wie ich gefunden habe, allméahlich 
unter Entwickelung von Sauerstoff. Als in einem Versuche 
5 g Calciumsuperoxyd mit 100 ccm. Wasser tibergossen und 
bei 37° in einem mit Ableitungsréhrchen versehenen Kélbchen 
aufgestellt wurden, begann schon nach etwa einer viertel bis 
halben Stunde eine lebhafte Gasentwickelung. Am _ niichsten 
Tage, cirea 18 Stunden spiiter, wurde eine Probe des 
entweichenden Gases tiber Quecksilber aufgefangen und die 
quantitative Bestimmung ergab, dass das Gas aus 48 Volum- 
procent Sauerstoff und 52 Volumprocent Stickstoff —- von der 
eingeschlossenen Luft herriihrend — bestand. 

Liisst man nun Diphtherietoxin-, Tetanotoxin- oder 
Abrinlésungen vom bekannten Giftwerthe (es sind die 3 Toxine, 
mit denen ich bis jetzt experimentirte) mit CaO, bei Brut- 
temperatur stehen, so werden in kurzer Zeit diese 3 Toxine 
vollkommen entgiftet. So wurde beispielsweise vom Abrin 
die fiir Meerschweinchen 20fach tédtliche Dose durch 0,5 g 
schon in 10 Minuten entgiftet. In anderen Versuchen wurden 
5cem. Abrinlésung, wovon 0,001 ccm. fiir Meerschweinchen 
einfach tédtliche Dose war, durch 0,5 g CaO, innerhalb vier 
Stunden entgiftet. Ebenso wurden 5,0 ccm. Diphtherie- 
resp. Tetanotoxinlésung, die 1000fach tédtliche Dose re- 
priisentirend, durch 0,5 g Gorit innerhalb einiger Stunden 
entgiftet. Kontrollversuche mit gleichen Mengen Kalkhydrat 
zeigten, dass das letztere den Toxinen gegeniiber unvergleichlich 
weniger wirksam war. Wasserstoffsuperoxyd war insofern fiir 


1) Nencki und Zaleski, Diese Zeitschr., Bd. XXVIII, S. 487. 
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meine Versuche ungeeignet, als es fiir die Thiere selbst bei subcu- 
taner Injection giftig ist. Ich benutzte eine 2°/oige LOsung, wo- 
von 1 cem. = 0,02 g H,O,, Meerschweinchen subcutan injicirt, 
eine diffuse, harte Schwellung und Entziindung des Unterhaut- 
zellgewebes verursachte. Erst die halbe Dose davon, nimlich 
0.5 cem. == 0,01°/o H,O,, wurde von den Thieren ohne merk- 
lichen Schaden vertragen. Durch 0,5 cem. dieser H,O,-Lésung 
wurden 10—100fach tédtliche Abrindosen in 10—15 Minuten, 
yom Diphtherie- und Tetanotoxin sogar 600 fach todtliche Dosen 
nach wenigen Stunden entgiftet. Die energische Zerstorung 
der Toxine durch diese Oxydationsmittel war ftir mich eine Auf- 
forderung, auch die Wirkung der in der letzten Zeit so eingehend 
und vielseitig von vielen Autoren wie z. B. von Schénbein, 
Traube, Pfliger, Schmiedeberg, Jaquet, Salkowski, 
Spitzer, Medwedeff, Abelous und Biarnés, Bertrand, 
Bourgelot und viele Anderen mehr untersuchten pflanzlichen 
und thierischen Oxydasen auf die Toxine zu_priifen. 

Nach den Untersuchungen der meisten Autoren ist die 
Wirkung dieser Oxydasen unabhingig von Lebensprocessen 
der Zelle. Nach Abelous und Biarnés!) wird die oxydirende 
Kigenschaft dieser Kérper durch Erhitzen auf 70° vernichtet. 
Die Oxydation, welche durch diese Substanzen verursacht wird, 
ist mit Sauerstoffabsorbtion und CO,-Ausscheidung verbunden. 
Pepsin, Papaiotin verdauen die Oxydasen nicht. Die Oxydasen 
gehen nicht durch Pergamentscheidewand hindurch. Als Re- 
agentien, durch welche die Anwesenheit der Oxydasen bewiesen 
wird, sind: 1. Guajactinctur, 2. Reactiv von R6hmann und 
Spitzer (Paraphenylendiamin, «-Naphtol und Soda), 3. ein 
veactiv, bestehend aus wiasseriger Losung 1°/oo des Meta- 
toluidins und Paraphenylendiamins in alkalischer Losung und 
andere mehr. In meinen Versuchen bediente ich mich haupt- 
siichlich der Guajactinctur. 

Verschiedene Organe des gleichen Thieres, sowie Organe 
von verschiedenen Thieren enthalten diese Oxydasen in ver- 


i) Abelous et Biarnés, Comp. rend. de la Société de Biologie, 
1896, 1897 und 1898. 
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schiedenen Quantitiiten. Das Gewebe eines jungen Individuums 
oxydirt viel intensiver als das Gewebe eines alten. Da nach 
Abelous et Biarnés die Globulinoxydasen durch reines Wasser 
nicht extrahirbar sind, so schlagen sie dafiir vor, die Lésungen 
von Neutralsalzen als wie: 10°/oiges ClNa, 2°/oiges Fluornatrium 
und 8°/oiges salpetersaures Kali. Slowzow?) hat vorgeschlagen, 
69/oige Salmiaklésung zum Ausziehen der Oxydase aus der Parotis 
vom Hunde zu verwenden. Bei meinen Versuchen verwendete 
ich die Oxydasen aus Milz und Fibrin aus Kalbsblut und 
der Parotis vom Hunde. Fibrin aus Pferdeblut erwachsener 
Thiere, wie schon Abelous und Biarnés angeben und ich 
bestiitigt gefunden habe, enthilt keine Oxydase. Dagegen er- 
wies sich Fibrin aus dem Blute gegen Diphtherie hoch immu- 
nisirter Pferde als sehr reich an Oxydase und auch sehr 
wirksam gegen die Toxine. Ich komme weiter unten hieraut 
zuriick. Eine pflanzliche Oxydase habe ich aus der Schwarz- 
wurzel dargestellt. 

Die Versuche mit den Oxydasen haben nun ergeben, dass 
sie sehr energisch zerstOrend auf das Diphtherie- und Tetano- 
toxin einwirken. Dagegen war die Entgiftung des Abrins 
nur eine sehr geringe. Beispielsweise zerstOrte 1,0 cem. nacli 
der im experimentellen Theil angegebenen Vorschrift darge- 
stellter Emulsion aus der Milz, der Parotis, dem Kalbsfibrin die 
100— 600 fache tédtliche Dose des Diphtherie-, 100—200 fache 
des Tetanotoxins, bei Bruttemperatur in wenigen Stunden. 

In den meisten meiner Versuche habe ich zwar das Ge- 
misch von Toxin und Oxydase, bevor es den Meerschweinchen 
injicirt wurde, mehrere bis 24 Stunden im Thermostaten stehen 
gelassen. Ich habe aber gesehen, dass, wenn das Gemisch 
von Toxin und Oxydase sofort den Thieren injicirt wurde, 
auch dann die Entgiftung der Toxine nicht ausblieb. Ich in- 
jicirte auch Meerschweinchen und Kaninchen in die eine Korper- 
hiilfte die 10—20 fache tédtliche Dose des Toxins und sofort 
darauf in die andere die Oxydase, auch in diesen Versuchen 
blieben die Thiere am Leben. 


1) Slowzow., Dissertation, russisch. J. 1900. 
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Zu hoéchst interessanten Resultaten fiihrten die Versuche 
mit dem Fibrin normaler und gegen die Diphtherie immuni- 
sirter Pferde. Wahrend das Fibrin der ersteren keine direkt 
Guajactinctur blauende Oxydase enthilt, sondern erst nach Zu- 
satz von Wasserstoffsuperoxyd bliuende, sogenannte indirekte 
Oxydase enthalt — Linossier’s,!) ferments oxydants —, er- 
hielt ich bei gleicher Behandlung aus dem Fibrin immunisirter 
Pferde Extracte, die Guajactinctur sofort intensiv bliiuten und 
auf die Toxine, ebenso wie die Milz oder Parotisextracte ver- 
nichtend wirkten. Allgemein war die Oxydasewirkung am 
intensivsten bei den frisch bereiteten Extracten. Nach einiger 
Zeit liisst die Wirkung nach. Bemerkenswerth ist es, dass 
bei Bruttemperatur die Oxydasen liinger als bei niedriger 
Temperatur haltbar sind. Selbstverstiindlich bei Ausschluss 
der Faulniss, wodurch die Oxydasen, iibnlich wie durch hdhere 
Temperaturen, starkere Siituren und Alkalien, zerstOrt werden. 


Experimenteller Theil. 


Zu den Versuchen mit Calciumsuperoxyd benutzte ich 
das von der chemischen Fabrik von Heyden Nachfolger in 
Dresden unter dem Namen «Gorit» kéufliche Praparat. Das 
krystallwasserhaltige Salz, das 4 Molekiile Krystallwasser ent- 
hilt, sollte, entsprechend der Zersetzungsgleichung CaO, -++- 
H,O = Ca(OH), + O fiir je 1g des Salzes 77 ccm. Sauerstoff, 
auf 0° und 760 mm. Barometerstand bezogen, liefern. Das 
kiufliche Priiparat enthielt weniger Krystallwasser und ergab, 
mit Jod und unterschwefligsaurem Natron titrirt, durchschnitt- 
lich 90 cem. Sauerstoff fiir 1,0 g des Calciumsuperoxyds. Je 
ein halbes Gramm des CaO, wurde mit der Toxinlésung, die 
10 facher bis 1000facher tédtlicher Dose entsprach, vermischt 
und im Thermostaten 10 Minuten bis 24 Stunden stehen ge- 
lassen. Da, wo die Giftdose klein war, wurde sie mit Wasser 
verdiinnt, sodass das Volumen der Fliissigkeit 2—5 ccm. betrug. 
Nach Verlauf der bestimmten Zeit wurde die Emulsion mit 


1) Linossier, Comp. rend. de la Soc. de Biologie, 1898, p. 373. 
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etwas Wasser zu einem diinnen Brei angeriihrt und einem 
Meerschweinchen subcutan eingespritzt. An der Injections- 
stelle entstanden immer subcutane Verhiirtungen, von dem 
nicht gelésten Kalk herriihrend, denn selbst in Fallen, wo die 
Thiere nicht die geringsten specifischen Krankheitserscheinungen 
zeigten und gleich in den ersten Tagen nach der Injection ihr 
Kérpergewicht zugenommen hatte, waren die Verhirtungen 
an den Injectionsstellen immer vorhanden. 

Wie man aus den nachfolgenden Tabellen ersieht, haben 
0,5 g des Calciumsuperoxyds sowohl das Abrin wie das Diph- 
therie- und Tetanotoxin, auch in den stiirksten Giftdosen, mit 
denen ich experimentirte, nach 24stiindiger, auch kiirzerer 
Kinwirkungszeit entgiftet. Wahrscheinlich ist die entgiftende 
Wirkung noch viel grésser und in meinen spateren Versuchen 
behalte ich mir vor, die Grenzwirkung des Calciumsuperoxyds 
zu ermitteln. Die erhaltenen Resultate sind ohne weitere Er- 
kliirung aus den nachfolgenden Tabellen ersichtlich. 


Tabelle I. 
Kinwirkung des Calciumsuperoxyds auf Abrin. 
Todtliche Dose Abrin — 0,001 ccm. 


| Gewicht | 


] | 
Zahl der | wirkungs- des 
injicirten dauer des | Meer- | 
einfach anil Calcium- | schwein- | Thieres Bemerkungen 
cium- Superoxyds 2 Wochen 
tidtlichen auf | chens 
Giftdosen | “VP° Abrin vor | yor der 
oxyds meieeiieeen Injection | Injection 
| | 
1 S50fache 05 g, 14 St. | 350 | 390 g 
2 100 >» |05 >| 20 580 » 
200 |025>| 5 | 370+ | 395 >» 
300 >» |05 >| 4 » 410 >» | 480 > Thiere gesund. 
6 500 |025>| 4 » | BRD > | 630 » 
i | 
71000 » 4 » 420 » | 520 > |) 
line Am 5. Tage nach der Injection 
8 L000 >» 0,9 4 > 320 » | |gestorben an Lungenentziind. 
9 1000 » 05 | 4 » | 305 > | 420 » 
10 2000 > (05 >| 4 > | 600 > BLO Nach 30 Tagen alle 
12 5000 >» O03 »| » 360 > | B80 » 
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Tabelle II. 


Einwirkung des Calciumsuperoxyds auf Diphtherietoxin. 
Tédtliche Dose des Diphtherietoxins = 0,005 cem. 


Kin- | Gewicht | 
Menge | wirkungs- ewic 
ant der | | | don | 
Cal- Calcium- Thieres 
| einfach superoxyds | schwein- Bemerkungen 
| tédtlichen | aut chens 
super- | Diphtherie-| | der 
Giftdosen |toxinvor der) der | Iniecti 
| Injection Injection | 
| | 
1 20fache| 0,5 ¢| 15 St. | 440 ¢ | 480 ¢ 
5 
21100 »> 0,5 20 » 450 » | 490 » 
3/200 » |05>] 4 > | 365 >| 420» | | Nach 30 Tagen alle 
4|400 » | 05>] 4 » 560 » | 600 » Thiere gesund. 
5 | 600 » 0,5 > 4 » 270 » | 310 » 
6 1000 > 0,5 » 4» 400 >» | 420 » 
Tabelle III. 
Einwirkung des Calciumsuperoxyds auf Tetanotoxin. 
Todtliche Dose des Tetanotoxins = 0,005 ccm. 
| Menge wirkungs- 
| des | dauer des des 
injicirten | Cal. | Calcium. | 3 leer- Thieres 
einfach | superoxyds | schwein- Bemerkungen 
tidtlichen cium- | auf Wochen 
super- |Tetanotoxin nach der 
Giftdosen } d | vor der vor der ae 
| | —— | Injection Injection njection | 
| | | 
20fache 0.5 20 St 380 | 420 ¢ 
| 
2/ 50 - | 05 >| 20 » 400 > | 460 » | 
3; 100 » | 05>, 5 » 300 » | 390 » | | Nach 30 Tagen alle 
4 | 200 > | 0,5 » 4 >» 300 >» B40 » 
5 400 » | 05 7 4 » 2) » | 270 » Thiere gesund. 
6 600) >» 0,5 » 4 » 415 » | 450 » 
7 10000 » 0,5 > 4» 430 » | 450 >» 


Ich theile hier gleich die Resultate der Versuche mit 
den Toxinen und Wasserstoffsuperoxyd mit. Wie aus den 
Tabellen ersichtlich, sind sie viel weniger giinstig als wie mil 
dem Calciumsuperoxyd und bei Anwendung grisserer Mengen 
von H,O, waren sie noch schlechter. 
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Tabelle IV. 
Einwirkung des Wasserstoffsuperoxyds auf Abrin. 
Tédtliche Dose des Abrins = 0,001 ccm. 


Ein- | Gewicht 
Zahl der Menge wirkungs- oe Gewicht 
des des 
injicirten |... dauer des Meer- 
einfach auf | schwein- | Thieres Bemerkungen 
tédtlichen stoff- | Abrin vor | chens |? Wochen 
Giftdosen | *UP°T der vor der nach der 
oxyds Injection | Injection Injection 
1) d5O0fache 0,5 cm. 24 St. | 385 g | 402 g | Am Leben. 
2} 50 >» » | 2 » | 40>] >» 
3; 100 > |f »| 24 » 363 » — Am 2. Tage gestorben. 
4; 100 » 0,5 » | 48t.80Min.| 365 » | 295 g | Istam Leben geblieben. 
100 >» |1 24 St. 70 » | 495 » | Gesund geworden. 
6 100 » 0,5 » 24 > 440 » 46) » > » 
7; 200 » |1 » | 24 » 415 » — | Am 2. Tage gestorben. 
8 500 >» » | 24 » 395 > | 31d g] >» 4 » > 
9/500 » |1 » |BX24St}] 4385 >» | 340 » >» 8. » > 
10 1000 >» |1 » |4X24 » | 285 » | B30 » | Ohne Reaction am Leben geblicben. 
112000 » O56 » |248t.30Min. 450 > — | Am 2. Tage gestorben. 
Tabelle V. 
Einwirkung des Wasserstoffsuperoxyds auf Tetanotoxin. 


Tédtliche Dose des verwendeten Tetanotoxins = 0,005 ccm. 


Zahl der wirkungs- des 

injicirten des dauer des Meer- des 

einfach |” auf | echwein-| Tere Bemerkungen 

tédtlichen | |Tetanotoxin| cheng |? Wochen 

Giftdosen | P| vor der vor der nach der 

oxyds Injection | Injection Injection 

1 10fache 0,5 cm) 24 St. | 385 g | 430 g | Am Leben geblieben. 
2} 20 » {0,5 >» 24 » 465 » | 495 » > > > 
3/100 » 10,5 >» |3X24S8t.| 525 >» | 595 > > > > 
4 100 » 0,5 » 24 St. 370 » 450 » » » » 
5 200 > 0,5 > 8X 24St. 380 » 460 > > >» » 
6 400 » 0.5 > 24 St. 370 » 460 » » > » 
7; 600 » (0,5 » | 24 » 360 » | 300 » | Gestorben. 
8 1000 » (05 » | 24 » 380 g — Gestorben am 2. Tage. 
9 10 » (0,5 » | 15 Min. | 430 » | 450 g | Am Leben geblieben. 
10; 20 » 05 » | » >» 


i 

eal 

| 

2 

4 

ae 

| 

: 

Age 


— 581 — 


Tabelle VI. 


Einwirkung des Wasserstoffsuperoxyds auf Diphtherietoxin. 
Toédtliche Dose des verwendeten Diphtherietoxins = 0,005 ccm. 


Gewicht 


Ein- 
Zahl der Menge wirkungs- Sus Gewicht 
injicirten des | qauer des | Meer- des 
einfach Wasser- auf | schwein- Bemerkungen 
tidtlichen stoff- Diphtherie-| chens  Wochen 
Giftdosen super- | toxin vor | vor der nach der 
oxyds | ger Injection Injection Injection 
1) 10fache 0,5 cm) 24 St. | 355 g | 370 g | Gesund. 
2} 20 >| 24 » | 370>1] 410 > > 
3/100 >» 1 » |2X248t.| 400 >» | 430 » | Infiltrat. Gesund. 
4/100 >» |0,5 >» | 24 St. | 395 » | 420 > | Gesund. 
51200 » 10,5 »| 24 » | 430 >| 450 > > 
6/400 > |1 »| » | 450» | 470» | Infiltrat. Gesund. 
7| 400 >» (05 » | 24 » 480 » | 500 >» | Gesund. 
8'600 » 0,5 » 24 » 360 >» | 395 » | Infiltrat. Gesund. 
9, 10 » (0,5 » | 15 Min. | 615 » | 660 » | Gesund. 
10} 20 » (05 >»|15 » 595 » | 640 >» > 


Kalisalpeterlésung 1 bis 2 Tage unter Zusatz von Chloroform, 


Versuche mit den Oxydasen. 


Um wirksame Oxydasen aus der Milz, Parotis und Fibrin 
zu bekommen, bin ich nach mehrfachen Versuchen bei fol- 
gendem Verfahren stehen geblieben: 
Fein zerkleinertes Organ resp. Fibrin wird nach Abe- 
lous und Biarnés mit dem 5- bis 10 fachen Gewichte 8°/oiger 
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um die Fiulniss zu verhiiten, stehen gelassen. Hierauf wird 
die Liésung von den Gewebsresten durch ein Tuch filtrirt und 
in das Filtrat SO,(NH,), bis zu einem Gehalte von 50°/o ein- 
getragen; es entsteht ein volumindser Niederschlag, welcher 
abfiltrirt und direkt in einem Pergamentschlauch gegen flies- 
sendes Wasser so lange dialysirt wird, bis im Schlauchinhalte 
kein Ammonsulfat mehr vorhanden ist. Da dieses Auswaschen 
3 bis 4 Tage dauert, so ist es zweckmiissig, dem Schlauch- 
inhalte einige Stiickchen Thymol zuzusetzen. bei geringster 
Fiiulniss ist die Einwirkung der Oxydasen auf Guajactinctur 
und auch die entgiftende Wirkung auf die Toxine vernichtet. 
Werden solche, gewohnlich iibel-stisslich riechende Lésungen 
mit etwas Wasserstoffsuperoxyd versetzt, so wird zwar die 
Guajactinctur dadurch intensiv gebliiut, eine Entgiftung der 
Toxine findet aber nicht statt. Es folgt daraus, dass die 
entgiftende Wirkung den sogenannten indirekten Oxy- 
dasen oder nach G. Linossier!) Peroxydasen nicht 
zukommt. 

Der salzfrei ausgewaschene Schlauchniederschlag enthiilt 
den gréssten Theil der Oxydase und in der Lésung ist nur 
wenig davon enthalten. Bei meinen Versuchen erwies es sich 
als das Zweckmiissigste, diesen Niederschlag mit 0,85°/oiger 
CINa zu einer Emulsion zu verreiben und nach Zusatz der 
Toxinlésungen bei der Bruttemperatur auf die letzteren ein- 
wirken zu lassen. Man kann auch die salzfreie Oxydase ab- 
filtriren, mit Alkohol und Aether nachwaschen und im Vacuum 
tiber SO,H, trocken aufbewahren. Die Wirkung solcher ge- 
trockneten Priiparate ist etwas schwiicher. Bei meinen Ver- 
suchen tiber die entgiftende Wirkung der Oxydasen_ benutzte 
ich meistentheils den durch die Dialyse salzfrei ausge- 
waschenen Schlauchinhalt. Der flockige Niederschlag wurde 
in der Schlauchfliissigkeit zu einer Emulsion fein zerrieben 
und 0,5 bis 5 ccm. dieser Emulsion mit den Toxinldsungen 


1, G. Linossier, Comp. rend. de la Société de Biologie, 18:5, 
Seite 372. 
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von bekanntem Giftgehalte vermischt. Der Gehalt an festem 
Riickstand in solcher Emulsion schwankt natiirlich je nach dem 
Material, aus welchem sie bereitet wurde, innerhalb ziemlich 
weiter Grenzen. Die Emulsionen aus der Milz z. B. enthalten 
mehr feste Stoffe als wie die aus dem Fibrin. Ich fand in 
meinen Emulsionen den Procentgehalt an festem Riickstand 
zwischen 0,03°/o bis 0,1%/o. Wie viel darin Oxydase und wie 
viel indifferente beigemengte Eiweissstoffe sind, das entzieht 
sich vorliiufig jeder genaueren Bestimmung. Die Bliiuung der 
Guajactinctur durch diese Emulsionen aus thierischem Ma- 
terial, wie Milz, Parotis oder Fibrin, war ziemlich gleich und 
bedeutend schwacher als wie durch die pflanzlichen Oxy- 
dasen, durch welche ceteris paribus die Guajactinctur intensiv 
blau gefiirbt wird. 

Aus dem oben Gesagten geht hervor, dass ich nur mit 
in Salpeterl6sungen léslichen thierischen Globulinoxydasen, 
nicht aber mit den wasserléslichen Oxydasen experimentirte. 
Wahrscheinlich wirken auch die wasserléslichen  thierischen 
Oxydasen auf die Toxine gleich wie die in Salpeter léslichen; 
wenigstens wurden durch die einzige wasserloésliche pflanzliche 
Oxydase aus der Scorzenerawurzel, mit der ich experimentirte, 
die Toxine ebenfalls entgiftet. Die Gemische der Oxydase- 
emulsionen mit den Toxinlésungen liess ich, bevor ich sie den 
Thieren injicirte, vorerst 15 Minuten bis 24 Stunden im Thermo- 
staten stehen. Wie aus der nachfolgenden Tabelle ersichtlich, 
wird durch die Oxydasen relativ am energischesten das Diph- 
therietoxin entgiftet, indem 1 ccm. der Oxydaseemulsion die 
600—S800fach, nicht aber die 1000fach t6dtliche Dose unwirk- 
sam macht. Schon schwiicher ist die Wirkung auf das Tetano- 
toxin, indem 1 ccm. der Emulsion héchstens die Wirkung der 
200 fach tédtlichen Dose paralysirt. Auf Abrin erwiesen sich 
die von mir untersuchten Oxydasen als sehr wenig wirksam, 
indem 1 ccm. der Oxydaseemulsion nicht mehr als die einfach 
todtliche Dose entgiftete. Uebrigens lasse ich jetzt die 3 Ta- 
bellen folgen, aus welchen das Resultat ersichtlich ist. 
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Tabelle VII. 


Einwirkung der Oxydase aus Kalbsmilz auf Diphtherietoxin. 
Todtliche Dose des verwendeten Diphtherietoxins = 0,005 cem. 


Ein- | Gewicht 
Zahl der | Menge | wirkungs-| des | Gewicht 
| injicirten dauer der Meer- 
einfach Oxydase auf schwein- Thieres Bemerkungen 
tédtlichen Oxy- Diphtherie-| chens 2 Wochen 
Giftdosen dase toxin vor vor der nach der 
der Injection Injection Injection 
| 
10 fache'5 24 St. | 410 g | 480 g 
2: 10 » {2 » 24 » 420 » | 470 » 
3 20 >» |5 » 24 » 345 > | 400 > 
4} 20 » |2 » 24 » 220 » | 245 » 
5| 20 » |1 >» 24 >» | 375 » — 
6|100 >» » 24 265 » | 290 >» 
rj | 100 » |2 » 24 » 430 » | 45d » 
100 >» |1 24 » 480 >» | BOD » 
9/200 > l1 > OL >» 265 » | 290 >» | Nach 30 Tagen alle 
10 | 400 » 1 > 24 » 30D » 325 » Thiere gesund. 
11 | 500 24 » 400 > | 415 » 
12; 600 >» 24 » 350 >» | 380 » 
13 1000 » » 24 350 >» 
14; 10 » |2 » | 15 Min. | 308 » | 325 >» 
15; 10 » |2 » | 30 » 265 > | 300 > 
16, 10 » 2 » 1 St. | 315 > | 345 > | 
7 20 >» e > 2 » 295 » | 330 » | 
18} 20 > » | » | £00 >| 420» || 


Einwirkung der Oxydase aus Parotis vom Hunde auf 
Diphtherietoxin. 


1 | 20fache 2 cm.) 24 St. | 380 g | 440 g 


| 
| 
| 
| 
| 


92/20 > |1 »| » | 245 >| 290 > 
3/50 > |o5 >| » | 385 > 


4 | 60 » > Q4 » 410 » | 460 > Nach 30 Tagen alle 


5 1000 » >| 24 » 370 » | 405 » 


Thiere gesund. 
> |1 »| 24 » 350 » | 390 > 

1 

1 


7 OO >» >| 24 » 285 » | 315 
8 10 » > | 15 Min. | 250 >» | 280 » 
9; » >| 30 285 » | 320 » 
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Tabelle VIII. 


Einwirkung der Oxydase aus Kalbsfibrin auf Diphtherietoxin. 
Todtliche Dose des verwendeten Diphtherietoxins = 0,005 ccm. 


Ein- Gewicht 
Zahl der | Menge | wirkungs- des sasaetiani 
injicirten du dauer der | Meer- des 
einfach Oxydase auf} schwein- Bemerkungen 
tédtlichen XY- | Diphtherie-| chens |? Wochen 
Giftdosen dase | toxin vor | vor der nach der 
| der Injection; Injection Injection 
1 | 10fache 2 ccm.| 15 Min. | 375 g | 390 g 
2 20 > 2 » 30 » 408 448 » 
31100 » 2 > 4 St. 386 >» 420) » 
4)200 > |2 » 24 > 393 > | 390 » Alle Thiere gesund. 
9/400 » |2 » 24 » 348 >» | 389 > 
6|600 » » 24 » 359 » | 390 » 
7;800 » |2 » 24 » 388 » | 405 » 


Einwirkung der Oxydase aus dem Fibrin von gegen Diphtherie 
hochimmunem Pferde auf Diphtherietoxin. 
Das Serum dieses Pferdes enthielt 250 Heileinheiten 
in einem Cubikcentimeter. 


| 10fache,}1 ccm. 


1 

2| 20 » 
3/1100 » 
4 » 
5 » 
6 600 » 


Einwirkung der im Vacuum 


10 fache 
2 > 
3 | > 
4/200 » 


i 
1 » 
1 
1 » 
1 


2 ccm. 
2 > 
» 


15 Min. 
300 > 

5 St. 
24 » 
24 >» 
24 


250 
285 » 
275 » 
305 » 
310 » 
350 » 


280 g 
325 » 
310 >» 
360 » 
330 > 
370 » 


\ 


Nach 30 Tagen alle 
Thiere gesund. 


wihrend 2 Monaten aufbewahrten 
Oxydase auf Diphtherietoxin. 
0,65 g in 65 ccm. physiologischer Kochsalzlésung aufgelést. 


Nach 30 Tagen alle 
Thiere gesund. 


Einwirkung der gekochten Oxydase aus Kalbsmilz auf 


1 20fache ccm. 


2, 10 
3} 2 


> 


24 St. | 410g | 4400 g 
24 » 350 » | 392 » 
24 » 385 >» | 435 >» 
24 » 364 » | 390 » 
Diphtheritoxin. 
| 24 St. | 350 g — 
24 285 » 
300 >» 


ls | 


| » 


{ > 


Tod am niichsten Tage. 


> 2. Tage. 
>» 


Se 

> 

i 

> 
| 
| 
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Tabelle IX. 


Kinwirkung der Oxydase aus Kalbsmilz auf Tetanotoxin. 
Todtliche Dose des verwendeten Tetanotoxins = 0,005 cem. 


| Kin- Gewicht 


| Zahl der | Menge | wirkungs- des — 
injicirten | a dauer der | Meer- 
einfach | Oxydase auf schwein- Bemerkungen 
tidtlichen | Diphtherie- | chens 
Gittdosen dase | toxin vor | vor der ead 
der Injection, Injection Injection 


| 

| tOfachel2 ccm.; 24 St. 425 g | 400 g 

20 » » 328 » | 360 > 

3; 20 » |2 » » 995» 980 > Nach 30 Tagen alle 
| 

| 100 » 24 » 430 » 460 » | Thiere gesund. 

5/100 >» 5 >» 24 » | 520 > | 550 » 

200 > 5 24 » | 485 >| 525 » | | 
Einwirkung der gekochten Oxydase aus Kalbsmilz auf 

Tetanotoxin. 
1 | 20fache |2 cem.| 24 St. | 450 g -- oe am nichsten Tage. 
21/10 >» » | Q& » » — am zweiten Tage. 


Einwirkung der im Vacuum wiihrend 2 Monaten aufbewahrten 
Oxydase auf Tetanotoxin. 
0,65 g in 65 cem. physiologischer Kochsalzlésung aufgelést. 


1 | 10 fache 2 ccm. 24 St. 310 g | 380 ¢ 
2; 20 > » | 2 » | 390+ | 450» 
3/100 » 2 | 24 » | 350>] — | Tod. 


Einwirkung der Oxydase aus Hundeparotis auf Tetanotoxin. 


2fache 0,1 ccm.| 21 St. | 465 g | 495 

2/ 2 » (05 >| 21 » | 370 >| 398 » 

3 4 » 10,2 >| 21 » 3d0 » — Alle Thiere gesund. 
4/10 » |O5 >» |] 21 » 380 » | 425 » 

d| 20 » |1 » | 21 » 460 » | 490 » 

6;100 » >» | 21° » 490 » | » | Schwacher Tetanus, nachher gesund. 
7/100 » (05 >» | 48 » 465) » | 480 » » > > 


8/100 >» >» 290 » 330 » | gesund geblieben. 


Kinwirkung der Oxydase aus Kalbsfibrin auf Tetanotoxin. 
1Ofache 2 ccm. 24 St. 450 g | | 
12 | 24 » 375 » | 430 >! Alle Thiere gesund. 

1100 » |2 2 320 >| 460 | 


Ve 
AR 
an 
2 


— 587 — 


Einwirkung der Oxydase aus dem Fibrin von gegen Diphtherie 
hochimmunen Pferden auf Tetanotoxin. 


| Ein- Gewicht | 
| Zahl der | Menge | wirkungs- des ew t 
| injicirten le dauer der | Meer- “ae 
einfach Oxydase auf; schwein- ow Bemerkungen 
tidtlichen XY¥- Tetanotoxin} chens |? Wochen 
| Giftdosen | dase vor der | vor der | 2@¢h der 
Injection | Injection | Injection 
{ 
| 10fache 2 ccm.) 24 St. 395 | 435 
>| \lle Thiere gesund 
| > > 
3}100 >» |2 » | 2& » | 640 >| 680 > | 
200 » 24 » | 600 >| 620 > 


Wie aus den Tabellen Nr. 8 und 9 ersichtlich ist, hat das 
Fibrin aus dem Blute des gegen Diphtherie immunisirten Pferdes 
eine Emulsion gegeben, wovon 2 ccm. die 200fach tédtliche 
Tetanotoxindose und 1 ccm. die 600fach t6ddtliche Dose des 
Diphtherietoxins entgiftete. Das Meerschweinchen, das ein 
Gemisch von 1 cem. Emulsion mit der 1000 fachen Diphtherie- 
toxindose erhielt, ist dagegen an Diphtherie gestorben. Dass 
die entgiftende Wirkung dieser Oxydase nicht etwa davon her- 
riihrt, dass das Fibrin mechanisch das Antitoxin mitgerissen 
habe, geht schon daraus hervor, dass es auch das Tetano- 
toxin, wenn auch etwas schwiicher, entgiftet. Ich habe ferner 
gesehen, dass proportional der Immunisation auch die Menge 
der Oxydase zunimmt. Oxydase aus dem Fibrin eines Pferdes, 
das nur 80 Antitoxineinheiten in seinem Serum hatte, bliiute 
Guajactinctur nur ganz schwach, schon starker war die Bliiuung 
durch die Oxydase eines Pferdes mit 120 Antitoxineinheiten. 
Am intensivsten aber bliiute die Oxydase des Pferdes mit 
250 Antitoxineinheiten. Bis jetzt habe ich meine Beobachtungen 
an 4 immenisirten und 2 normalen Pferden angestellt. Weitere 
Versuche werden zeigen, ob diese Proportionalitiit eine wirk- 
lich constante ist. Eine zweite, auffillige Erscheinung, welche 
das Fibrin gegen Diphtherie immuner Pferde im Vergleich 
zu dem der normalen zeigt, ist folgende: Wird das Fibrin 
durch spontane Gerinnung des farblosen Plasmas gewonnen, 
von dem anhiingenden Serum abgepresst, mit Wasser aus- 
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gewaschen und sodann mit 8°/oigem Kalisalpeter unter Zu- 
satz von Chloroform 24 Stunden im Thermostaten stehen 
gelassen, so geht ein Theil des Fibrins in Lésung iiber und 
zwar enthilt bei immunen Pferden der geléste Theil die 
Oxydase. Wird nun die filtrirte Lisung mit dem doppelten 
Volumen 96°/oigen Alkohols versetzt, so bildet sich bei normalen 
Plerden eine Triibung, die erst nach 10—20 Minuten sich 
flockig, wie geronnenes Eiweiss, zusammenballt und zu Boden 
setzt. Versetzt man dagegen ceteris paribus die Lésung von 
immunen Pferden mit dem doppelten Volumen 96°/oigen Alko- 
hols, so entstehen schon in den ersten Minuten nach dem 
Vermischen liingere Schleimfiiden, die sich in kiirzester Zeit 
zusammenballen und am Boden setzen. Die Erscheinung er- 
innert an das Ausfiillen von Mucin aus Schleimfliissigkeiten 
durch Alkohol und ist so auffallend im Vergleich zu dem Ver- 
halten der Extracte von normalen Pferden, dass sie sicher auf 
einer chemischen Verschiedenheit der aus dem Fibrin ent- 
standenen Substanzen beruht. Je héher das Pferd immunisirt 
ist, um so mehr geht von dem Fibrin in die Salpeterlosung 
iiber und um so priignanter ist die Erscheinung nach Alkohol- 
zusatz. Wiihrend der durch Alkohol erzeugte und abfiltrirte 
Niederschlag aus dem Blute normaler Pferde durch Guajac- 
tinctur nicht gebliiut wird, bliut dieser Niederschlag aus dem 
Blute immuner Pferde die Guajactinctur um so intensiver, je 
immuner das Pferd gegen die Diphtherie ist. 

Dieser auffiillige Unterschied in dem Verhalten des Fibrins 
diphtherieimmuner Pferdé fordert auf zu vergleichenden Unter- 
suchungen des Fibrins gegen andere Infectionskrankheiten immu- 
nisirter Thiere und erdffnet den Weg zur experimentellen Er- 
forschung der chemischen Vorgiinge bei der Immunisation. Meine 
bisherigen Beobachtungen sind wenig zahlreich, um noch weitere 
Schliisse zu ziehen, aber ich setze meine Untersuchung nach dieser 
Richtung weiter fort und hoffe bald noch mehr interessante 
Aufkliirungen iiber die Immunitiét zu ermitteln. Ich benutze hier 
die Gelegenheit, Herrn Dr. Dzierzgowski, dem ich das Blut 
der gegen Diphtherie in verschiedenen Stadien immunisirten 
Thiere verdanke, meinen besten Dank dafiir auszusprechen. 
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Von grossem Werthe wird auch die Ermittelung der 
Thatsache sein, in welcher Beziehung die Oxydase zu den 
Antikérpern steht, denn schon die Thatsache, dass das Blut 
der immunisirten Pferde Oxydase enthiilt, das der normalen 
aber nicht, deutet auf eine gewisse Beziehung dieser beiden 
Substanzen zu einander. 


Pflanzliche Oxydase. 

Ausser den genannten thierischen Oxydasen habe ich 
auch eine pflanzliche, von mir aus der Schwarzwurzel (Scor- 
zonera hispanica) dargestellte Oxydase auf ihre Wirkung gegen 
die ‘Toxine untersucht. 

Bekanntlich hat G. Bertrand!) und schon vor ihm der 
Japaner Hikorokuro Joschida in der Rinde der im siid- 
Ostlichen Asien einheimischen Rhus-Arten eine. stark oxy- 
dirende Substanz gefunden. Die spiiteren umfangreichen Unter- 
suchungen von G. Bertrand, zum Theil mit Bourquelot?) 
ausgefiihrt, ergaben, dass die Oxydasen mehr oder weniger 
in allen Pflanzen und in verschiedenen Theilen derselben — 
in Wurzeln, Knollen, Friichten, chlorophylhaltigen Theilen der- 
selben und in vielen Pilzen — vorkommen. G. Bertrand 
benannte diese Oxydasen mit dem Namen «Laccase». Im 
Gegensatz zu den thierischen Oxydasen wirken die pflanzlichen 
auch bei saurer Reaction. Es war nun interessant, zu er- 
ermitteln, wie sich die pflanzlichen Oxydasen gegen die von 
mir untersuchten Toxine verhalten werden. Da ich schon 
friiher die Beobachtung machte, dass der wiisserige Auszug 
der Schwarzwurzel Guajactinctur stark bliiuet, so habe ich 
mit der darin enthaltenen Oxydase meine Versuche angestelll. 
Die frisch vom Markte geholte Schwarzwurzel wurde ober- 
fliichlich mit dem Messer durch Abschaben gereinigt, sodaiun 
klein zerschnitten, mit chloroformhaltigem Wasser tibergossen 
und 24 Stunden lang bei Zimmertemperatur stehen gelassen. 
Der durch Tuch colirte wiisserige Auszug, welcher die Guajac- 
tinctur intensiv bliiute, wurde mit pulverigem Ammoniumsulfat 


1) G. Bertrand, Comp. rend., 1895, 5. 226. 
2) G. Bertrand und E. Bourquelot, Comp. rend., 1895, 5. 783. 
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iibersiittigt, der entstandene flockige Niederschlag  abfiltrirt 
und vom Ammonsulfat durch Dialyse befreit. Um die so er- 
haltene Oxydase, die stark Guajactinctur bliiute, zu reinigen, 
wurde sie von Neuem in Wasser geldst, aus der Losung durch 
Ammonsulfat ausgefillt und durch Dialyse von dem letzteren 
befreit. Das so erhaltene Produkt war etwas grau_ getirbt 
und gab alle fiir die Oxydasen charakteristischen Reactionen. 
Kurzes Aufkochen geniigte, um diese oxydirende Wirkung 
zu zerstoren. Da die so isolirte Oxydase zur vollkommenen 
Aufldsung ziemlich viel Wasser brauchte, so habe ich auch 
hier nach beendeter Dialyse den flockigen Niederschlag in der 
Schlauchfliissigkeit fein zerrieben, vermischte die entstandene 
Emulsion mit den Toxinlésungen von bekanntem Giftwerthe und 
liess, wie mit thierischen Oxydasen, die Gemische 24 Stunden 
im Thermostaten stehen. Wie aus der nachfolgenden Tabelle 
ersichtlich, wirkt diese Oxydase auf das Abrin nicht ein. Da- 
gegen wurden durch 2 ccm. der Emulsion die 100fach toédt- 
lichen Dosen von Diphtherie- und Tetanotoxin entgiftet. 


Tabelle X. 


Einwirkung der Oxydase aus der Schwarzwurzel auf Abrin. 
Tédtliche Dose 0,001 cem. 


| Zahl der Menge | wirkungs- | des | Gewicht 
injicirten dauer der Meer- | 
| einfach Oxydase | schwein- | en Bemerkungen 
tidtlichen OxY- | auf Toxin | chens | ? Tage 
Giftdosen dase vor der | vor der | nach der 
Injection | Injection | ection 


| | 


| 
| 
| 
| 370 


| 
1 | 10 fache 2 ecm.) 24 Std. | 360 g 390 g Am 6. Tage tod. 
2 | 2 » | QE » >» | 3d0 > » 
3 » 2 >» | » 350 » | 332 > > 3 
4, 500 >» (2 >» 24 > 350 | Tod in der Nacht. 
Auf (t6dtliche Dose 0,005 cem.) 


5 | 10fache2 cem.) 24 | Og) 440 g | | Infiltrate an den In- 
6 | 20 » 2> | 4 » | 380 >! 410 » | jectionsstellen, 
7|100 » 2 » | 24 g 35 > | | sonst gesund. 


bee, 
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| 
| 
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Auf Diphtherietoxin (t6dtliche Dose = 0,005 cem.) 


| Gewicht | 


| 
Zahl der Menge Wirkungs- | des Gewicht | 
injicirten | dauer der | Meer- | 
einfach Oxydase auf schwein- | niores Bemerkungen 
todtlichen | Oxy ‘Tetanotoxin chens j2 W ochen| 
Giftdosen | dase | vor der | vor der | 28¢h der | 
| | Injection | Injection 


| Injection | 


| | | 
10 fache 2 sae 24 Std. | 295 g | 235 
20 >» >» 2 » | 400» 415 
10 100» P >» | 24 >» | 356» | 370 » 
| | 


| 

| Infiltrate an den In- 
| { jectionsstellen, 
| 


8S 


sonst gesund. 


Schlussfolgerungen. 


1. Das Calcium- und Wasserstoffsuperoxyd wirken auf 


die Toxine der Diphtherie, des Tetanus und das Abrin 
entgiftend. Die gleiche Wirkung haben die thierischen, 
sowie die pflanzlichen Oxydasen auf die zwei ersten 
Toxine, nicht aber auf das Abrin. 

2. Die entgiftende Wirkung der Oxydasen geschieht nicht 
nur in vitro, sondern auch im Thierkérper selbst bei gleich- 
zeitiger Einspritzung einerseits der Toxine, andererseits der 
Oxydasen in verschiedene Korperstellen. 

3. Aus dem Fibrin normaler Pferde wird keine Oxydase 
mittelst Kalisalpeter extrahirt, wohl aber aus dem Fibrin gegen 
die Diphtherie immunisirter Pferde. 

4. Die Entgiftung der Toxine durch Oxydasen findet nur 
dann statt, wenn die letzteren die Guajactinctur direkt bliuen. 
Extracte, welche auf Guajactinctur nicht mehr wirksam_ sind, 
sind ohne Wirkung auf die Toxine. 


Zum Schlusse ist es mir eine angenehme Pflicht, Herrn 
Professor Nencki fiir seine Unterstiitzung mit Rath und That 
bei diesen Untersuchungen meinen herzlichen Dank auszu- 
sprechen. 
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Ueber die Bildung des Leucinimids bei der peptischen und 
tryptischen Verdauung des Oxyhamoglobins resp. des Globins. 
Von 
S. Salaskin. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Instituts fiir experimentelle Medicin in 
St. Petersburg.) 
(Der Redaction zugegangen am 29. Mai 1901.) 


Anliisslich meiner noch nicht abgeschlossenen Unter- 
suchungen uber die Spaltungsprodukte des Hiimoglobins resp. 
des Globins bei der peptischen und tryptischen Verdauung 
habe ich eine bis jetzt als Produkt der Eiweissverdauung 
unbekannte krystallinische Substanz aufgefunden, die sich bei 
nitherer Untersuchung als Leucinimid herausstellte. 

Das Verfahren, wobei ich das Leucinimid aufgefunden 
habe, war folgendes: krystallinisches Oxyhiimoglobin, das auf 
die iibliche Weise aus den Blutk6rperchen des Pferdeblutes 
erhalten war, wurde bei 388° C. mit Magensaft, der von 
Hunden nach der Pawlow’schen Methode erhalten war, ver- 
daut. Die angewandte Menge des Magensaftes war dem 
Gewichte nach 10—20 Mal grésser als die des Oxyhiimoglobins, 
Der Magensaft wurde nicht auf einmal, sondern in kleinen 
Portionen in Zwischenriiumen yon 38—) Tagen hinzugefigt. 
Die Verdauungsdauer schwankte zwischen 8—30 Tagen, dabei 
wurde gewohnlich nach 2—3 Tagen die Verdauungsmischung 
von dem gefiillten Hiimatin abfiltrirt und gelbgefarbte 
Filtrat der weiteren Verdauung unterworfen. Um die Fiiulniss 
zu verhiiten, setzte ich der Fliissigkeit etwas Chloroform und 
Aether hinzu. 

Nach beendeter Verdauung wurde die Fliissigkeit mit 
Soda neutralisirt, mit Essigsiiure schwach angesiiuert und auf 
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dem Wasserbade bis zur Svrupconsistenz eingedampft. Die 
syrupose Lésung wurde nach dem Erkalten von dem, meistens 
in geringer Menge entstandenen, Niederschlage abfiltrirt und 
das Filtrat mit dem mehrfachen Volumen Alkohol tibergossen., 
Nach 2% Stunden ist ein klebriger, an den Wiinden des Glases 
fest haftender Niederschlag entstanden, von welchem die klare 
Fliissigkeit leicht abgegossen werden konnte. Die filtrirte, 
gelbliche alkoholische Losung wurde auf dem Wasserbade 
von Neuem bis zur Syrupconsistenz eingedampft und wiederum 
mit dem 5—6fachen Volumen Alkohol iibergossen, der dabei 
entstandene Niederschlag wurde abfiltrirt und das Filtrat jetzt 
zur ‘Trockne eingedampft. Der trockne Riickstand wurde 
wiederholt mit absolutem Alkohol ausgekocht, die abfiltrirte, 
heisse, alkoholische Lésung stehen gelassen, wobei sich nach 
dem Erkalten ein Niederschlag bildete, der abfiltrirt und das 
Filtrat auf dem Wasserbade bis zur Syrupconsistenz eingedampft 
wurde. Aus dem jetzt erhaltenen Syrup konnen die Krystalle 
des Leucinimids nach den zwei folgenden Methoden isolirt 
werden : 

1. Zu dem noch heissen Syrup wird Wasser hinzugetiigt, 
wobei sogleich ein krystallinischer, 6fters aber nur amorpher 
Niederschlag entsteht. Wird er indessen mit Wasser gekocht, 
so ist der beim Erkalten entstandene Niederschlag  stets 
krystallinisch. Die Ausbeute an Krystallen ist aber gering, da 
ein erheblicher Theil der Substanz in der Lésung bleibt. 

2. Der Syrup wird wiederholt mit Essigiither extrahirt. 
Die ditherischen Ausziige zur Trockne verdunstet, der Riickstand 
in heissem Wasser gelést und bis zur beginnenden Krystalli- 
sation eingedampft oder der Riickstand wird in wenig heissem 
Alkohol gelést, zu der filtrirten und auf dem Wasserbade 
eingeengten Lésung etwa das doppelte Volumen Wasser  hin- 
zugettigt, worauf das Leucinimid krystallinisch ausfiillt. 

Bei der Verdauung mit dem nach Pawlow erhaltenen 
pankreatischen Safte wurde das Hiimatin erst nach beendeter 
Verdauung entfernt, weil dank der alkalischen Reaction, das 
Hiimatin sich aufléste und erst nach dem Ansiiuern mit Essig- 
saure ausfiel. Die davon abfiltrirte Fliissigkeit) wurde ein- 
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gedampft und°> dann mit Alkohol gefillt, der verdunstete 
alkoholische Auszug wurde mit Alkoholiither extrahirt, das 
Filtrat verdunstet und der Riickstand mit Essigiither extrahirt. 
Die itherischen Ausziige wurden zur Trockne eingedampft. 
Nach Verdunsten des Essigiithers wurde der trockne Riick- 
stand mit kaltem, absolutem Alkohol zerrieben, wobei das 
Leucinimid krystallinisch hinterblieb. Die Krystalle wurden 
aus  heissem Alkohol umkrystallisirt und scheiden sich 
daraus beim Erkalten in atlasgliinzenden Nadeln aus. Zweck- 
miissig ist auch hier, die heisse alkoholische LOsung einzu- 
engen und das Leucinimid durch Wasserzusatz auszufillen. 

Beziiglich der Ausbeute und vortheilhaftesten Zeitdauer 
kann ich sowohl hinsichtlich der peptischen wie der tryptischen 
Verdauung keine bestimmten Angaben machen, zumal die 
Isolirung und Reindarstellung des Leucinimids mit grossen 
Verlusten verbunden ist. In einem Falle habe ich bei der 
Pepsinverdauung nach 30tigiger Dauer 0,3°/o vom Gewicht 
des angewandten Oxyhimoglobins erhalten. Die Isolirung des 
Leucinimids bei der Trypsinwirkung ist noch viel schwieriger; 
aus 100 g des Oxyhiimoglobins habe ich nach 5Stigiger Ver- 
dauung ca. O,1 g des Leucinimids erhalten. 

Die reinen Krystalle sind in Wasser bei Zimmertemperatur 
fast unléslich, viel leichter in heissem, wenig léslich in Aether, 
viel leichter in Essigiither; am besten in siedendem 96°, oigen 
Alkohol, etwas weniger in absolutem. Die Ldéslichkeit der 
nicht voOlliig reinen Krystalle ist in allen oben erwahnten 
Losungsmitteln eine viel grdéssere. Bemerken will ich, dass 
die bei der peptischen Verdauung erhaltenen Krystalle leichter 
loslich als die bei der tryptischen sind. In Séuren und 
Alkalien sind die Krystalle nicht mehr als wie in reinem 
Wasser loslich. Trocken erhitzt, sublimiren sie leicht unter 
Bildung voluminoser, aus verfilzten weissen Nadeln bestehenden 
Flocken, 

Die Krystalle, die bei der tryptischen Verdauung  ge- 
wonnen wurden, schmelzen nach dem Trocknen bei 295—296° C, 
Der Schmelzpunkt bleibt derselbe fiir verschiedene Fractionen, 
auch nach mehrfachem Umkrystallisiren aus heissem Alkohol. 
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Dagegen ist es mir nicht gelungen, bei der peptischen 
Verdauung ein Produkt von constantem Schmelzpunkt zu 
erhalten. Die erste Fraction der Krystalle, die durch Wasser- 
zusatz zu der heissen concentrirten alkoholischen Lésung ge- 
wonnen wurde, schmolz bei 250° C. Diese Krystalle sind in 
kaltem, absolutem Alkohol leicht léslich und werden daraus 
durch Aether nicht gefillt. Eine zweite Fraction, die durch 
Zusatz von etwas Wasser zu dem alkoholischen Filtrate er- 
halten wurde, schmolz bei 267° C. Diese Krystalle sind in 
absolutem Alkohol in der Siedehitze nur wenig léslich, und beim 
Erkalten bildete sich nur ein minimaler Bodensatz. Durch 
Aether werden sie aus der alkoholischen Loésung_ gefiillt. 
Der Schmelzpunkt der mit Aether gefiillten und im Vacuo 
getrockneten Krystalle lag bei 273—274°C. Die Krystalle der 
bis zur Trockne eingedampften Mutterlauge schmolzen bei 253° C. 

Die Elementaranalyse der bei der peptischen Verdauung 
und an der Luft bis zu constantem Gewichte getrockneten 
Krystalle (bei 105° C. verloren sie nichts an Gewicht) gab 
foleende Resultate: 

0.1990 g Substanz: 0,4650 CO,, 0,1680 H,0, 

0.2102 » > 22,6 ccm. N (18° C. und 755,2 mm.). 

Fir C,H,,NO berechnet: C 63,83, H 9,73, N 12,39. 
Gefunden: » 63,72, » 9,38, » 12,39. 

Aus Mangel an Material konnte ich die Analyse der bei 
der tryptischen Verdauung gewonnenen Krystalle nicht aus- 
fiihren. Das iiussere Aussehen und die Eigenschaften dieser 
Krystalle waren dieselben wie die von der peptixchen Ver- 
dauung; sie unterschieden sich von denselben nur durch die 
Loslichkeit und hdheren Schmelzpunkt. 

Um das bei der peptischen und pankreatischen Ver- 
dauung von mir erhaltene Produkt mit dem aus Leucin er- 
haltenen Leucinimid zu vergleichen, habe ich das letztere nach 
der Vorschrift von E. Fischer!) dargestellt. Der Schmelz- 
punkt des so gewonnenen Priiparates lag bei 269—270° C. 
und in allen iibrigen Eigenschaften war das bei der peptischen 


1) Ber. d. dtsch. chem. Ges. 36, 448. 1901. 
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Verdauung erhaltene Leucinimid mit dem aus Leucin erhalte- 
nen identisch. 

Leucinimid als Spaltungsprodukt bei der hydrolytischen 
Zersetzung der Eiweissstoffe ist schon durch die Untersuchungen ] 
friiherer Forscher als sogenannte Bopp’sche Substanz bekannt. 4 
In jiingster Zeit (1897) beschrieb Cohn!) einen von ihm als 
Pyridinderivat von der Zusammensetzung C,H,NO aufgefassten 
Korper, den er bei der Spaltung des Caseins mit kochender 
Salzsiiure isolirt hatte. Kurz darauf machte Ritthausen®) 
auf die grosse Aehnlichkeit dieses Pyridinderivates mit dem 
Leucinimide aufmerksam. Cohn’) verglich darauf sein Pyridin- 
derivat mit dem von Ritthausen bei der hydrolytischen 
Spaltung der Eiweissstoffe erhaltenen, sowie mit dem = aus 
Leucin synthetisch dargestellten Leucinimid und kam zu der 
Ueberzeugung, dass alle diese Korper als identisch resp. isomer 
anzusehen seien, bemerkte aber, dass seine Substanz von den 
Krystallen des aus Leucin erhaltenen Leucinimids sich durch 
den um 33° hodheren Schmelzpunkt, leichtere Loslichkeit in 
Alkohol leichtere Loéslichkeit in Aether unterscheidet.*) 
Der Cohn’sche Korper schmolz 295—296° C.; das synthe- ' 
tisch dargestellte Leucinimid bei 262° C. Ferner kam Cohn?) 
auf Grund seiner rater ara zu dem Schlusse, dass das 
Leucinimid eine cyklische Verbindung, ein Dibutyldiacipiperazin 

Nu 


-HC 
IG £0 
NH 


C,I 


sei und dass die empirische Formel des Leucinimids C,H,,NO 
verdoppelt’ werden muss. 
EK. Fischer®) fand den Schmelzpunkt fiir 3,6 Diisobutyl, 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. XXII, 8. 153, 1897. 
2) Ber. d. dtsch. chem. Ges., 29, 2109, 1897. | 
3) Zeitschr. f. physiol. Chem., Bd. XXIX, S. 283, 1900. , | 
4) 1. c. 286. | 
5) J. c. 299. 

6) Ber. d. dtsch. chem. Ges.. 34, 448, 450, 1901. 
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2.5 Diacipiperazin 271° C. (corr.), fiir 3,6 Dibutyl, 2,5 Diacipi- 

perazin 268° C. (corr.). 
Das von mir bei der tryptischen Verdauung_ isolirte 
3 Leucinimid schmilzt bei 295—296° C. und ist in jeder Hinsicht 
mit dem von Cohn erhaltenen Kiérper identisch. Das bei der 
tryptischen Verdauung erhaltene, sowie das Cohn’sche Leu- 
cinimid kénnen daher mit den von E. Fischer untersuchten 
Leucinimiden nur isomer sein. 

Was nun das bei der peplischen Verdauung entstandene 
Leucinimid betrifft, so ist es mir zwar nicht gelungen, ein 
Produkt von constantem Schmelzpunkt zu isoliren, doch niiherte 
er sich in einigen Fractionen dem Schmelzpunkte des syntheti- 
schen Leucinimids. Vermuthlich hiingt der niedrigere Schmelz- 
punkt dieses Leucinimids von einer geringen Beimischung eines 
isomeren ab, von welchem bei der geringen Menge des erhaltenen 
Materials ich die Hauptmenge durch Oftere Krystallisation nicht 
befreien konnte. 

Das Ergebniss meiner bisherigen Versuche zeigt, dass: : 
1. bei der protrahirten peptischen Verdauung auch krystalloide 
| Produkte entstehen, was schon von Hoppe-Seyler und vor ‘ 
1 Kurzem von Lawrow hervorgehoben wurde und 2., dass, je . 
| nachdem die Verdauung in peptischer oder tryptischer Losung 
vor sich geht, isomere Leucinimide entstehen, die entgegen der 
Meinung von Cohn und Ritthausen nicht etwa_ weitere 
Umwandlungsprodukte des primiir abgespaltenen  Leucins, 


sondern aller Wahrscheinlichkeit nach schon im Globinmolekiil 
priformirt sind. Weitere Versuche werden zeigen, ob auch 

aus anderen EKiweissstoffen bei der Magen- resp. Pankreas- 

verdauung ebenfalls Leucinimide abgespalten werden. 
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XXXII. BAND, SECHSTES HEFT, 


Bendix, E. Ueber phy Zuckerbildting: nach iweiss- 

Folin, 0. Eine neue Methode zur “Bestimmung “des “Harnstofts im 

— —- Ein einfac hes zue Bestimmung des im 
Mayer, Paul. Ueber eine “bisher unbekannte redticirendé Substanz 


Hedin, S, G., und 8. Rowland. Untersuchungen iiber das Vor- 
kommen von proteolytischen Enzymen im ‘Thierkérper .-.’ 531 


Levene, P. A. Darstellung und Analyse einiger Nucleinsiuren’... 

Folin, und A, Shaffer, Ueber dic quantitative der 
Harnsiiure im Harn , . . 

Sieber, N. Ueber die Entgiftung ‘der Toxine durch Superoxyde, 
sowie thierische und pflanzliche Oxydasen ... 


Salaskin, S. Ueber die Bildung des Leucinimids bei. der peptischen 
und tryptischen M des resp. des 


>> : 


Fiir den niichsten Band sind folgende Arbeiten eingegangen: 
Kossel, A. Beschreibung einiger Apparate, Mit 5 Abbildungen. 
Osborne, ‘Th. B. Ein hydrolytisches Derivat. des Globulins Edestin «ind 
sein Verhiltniss zu Weyl’s Albuminat und zur Histongrtppe. 

— — Der -basische Gharakter des Proteinmolekiils und das Verhalten 
des Edestins ‘zu bestimmten Mengen von Siiure und Alkali. Mit 
2 Abbildungen. 

Cohnheim, 0. Versuche iiber Resorption, Verdaunng und Stoflwechsel 
von Echinodermen. 

Habermann, J. Beitriige zur Kenntniss’ des Gigarrenranches. Mit einer 

Tafel und 4 Abbildungen. | . ; 
Jacoby, M,. Ueber die -Autolyse der Lunge. 
— -— Ueber das erste Auftreten der Aldehydase béi Siugerembryonen. 
Panzer, Th. Ueber ein gechlortes Casein und Spaltung 
vauchende Salzsiiure. 

Nencki, M., und J. Zaleski. Ueber die Bextitmoune des ‘Ammoniaks in 

thierischen Flissigkeiten und Geweben. ‘ 
Kowalewski, K., und 8S. Salaskin. Ueber die Bildung von Harnsaare 

der Leber der 


Hoppe- -Seyler’ Zeitsehritt: fiir Chemie 
erscheint in Banden zu 6 Heften, jedes zu ungefiihr 6—6 Bogen. Die 
Hefte erscheinen in Zwischenriiumen von 1—2 Monaten. Die in dieser 
Zeitschrift zu publicirenden “Arbeiten werden, wenn nicht. der -grosse 
Umfang derselben es unthunlich erscheinen asst, streng in der Reihen- 
folge,. in welcher sie der Redaction oder gem Verleger “zugehen, auf- 
genommen, das Datum des Einlaufs wird bezeichnet und beim Schluss 
jedes Heftes die noch nicht zur Publication gelangten, aber eingegangenen ~ 
Arbeiten angegeben. Bereits in anderen Zeitschriften ver6ffentlichte 
Arbeiten sowie Referate liber bereits publicirte Arbeiten werden nicht 
aufgenommen. 

Das Honorar hetriigt fiir den Druckbogen 25 Mk. Von jeder Arbeit 
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Verlag von KARL J. TROBNER in Strasburg, 


 BEITRAGE 


ANTHROPOLOGIE ELSASS. LOTHRINGENS, 


SCHWALBE, 
Professor der’ Anatomie an der Strassburg. 


4 


Krstes Hef Die Schidelformen der elsiissischen Be- 


volkerung in alter und ‘never Zeit. Eine anthro- 
pologisch-historische Studie iiber siebenhundert Schiidel 


aus’ den elsiissischen Ossuarien von Dr. med. Edmund > 


Blind. Mit einem Vorwort von G. Schwalbe; mit 
zehn lithogr. -Tafeln und einer Karte. Vill, 112 5. 


¥.weites. Hef t: Die der Wehrpflichtigen 
des Reichslandes Elsass-Lothringen. Nach amt- 


lichen Quellen bearbeitet von Dr. G, Brandt, Stabs- 
und Abtheilungsarzt’ im Feld-Art.-Regt. Nr. 15; Mit 
drei kolorirten Karten. 4°. VII, 82 S. 1898. & 8.~. 


,Als Endziel. steht “der topogr Rassenforschung vor Augen 


eine miglichst genaue und bis auf die kleineren und_ kleinsten Bezirke 
_eingehende Analyse der somatischen Verhaltnisse, ‘so dass aus der Summe 
aller dieser Einzeluntersuchungen ein Gesamthild der korperlichen Merkmale 
eines ganzen Landes, Erdteils, ja in letzter Instanz ‘der ganzen bewelinten. 


Erde gewonnen werden kana. Weit sind wir yon einem solehen Ziele entfernt, — 


aber es sind doch schon dankenswerte Anfange gemacht, so in Deutschland 
fiir Baden von Ecker und Ammon, fiir Bayern von J. Ranke. Ihnen reihen 


sich in -ausgezeichneter Weise die Arbeiten der Strasshurger 
anthropologischen Schule ee e unter G. Schwalbes Fiihrung einén der Brenn- — 
0 


 punkte» anthropologischer rschung in Deutschland bildet. Es war ein 


besonders gliicklicher Gedanke des Leiters der dortigen Anatomie, alle 


daselbst eingelieferten Leichen auf ihre wichtigsten anthropologischen Merk- 
male zu untersuchen, und so hat sich bereits ein genau beobachtetes Material 
von 2700 Individuen beider Geschlechter und aller Altérsstufen dort an: 
gesammelt, -von denen 1800 allein dem .Unterelsass angehéren. Aber das ist 


nicht das einzige Material, auch Beobachtungen an Lebenden (besonders bei -- 


Rekrutenaushebungen), sowie Grabreste aus alter und neuerer. Zeit dienen 


mit zur Gewinnung des Gesamtbildes der Anthropologie Elsass-Lothringens, 


das in Einzeluntersuchungen zur Darstellung kommen und nicht nur die Typen 
der jetzigen Bevélkerung, Sondern. auch méglichst eingehend die Wande- 
lungen der. somatischen Verhaltnisse des Landes im Laufe der Zeiten um- 


fassen wird.. | Schmidt, Afobus 1898, 
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Verlag ‘von FISC HER in 
orschien 


| Studien fie Narkose 


augleich 
ein Beitrag zur allgemeinen Pharmakologie 


ier SCHWERHORIGEEIT. — [ine reiche Dame, welche durch « 
_Dr. Nicholson’s Kitnstliche _Ohrtrommeln von Schwerhirigkeit und 
Ohrensausen geheilt worden’ ist, hat seinem Institut’ein Geschenk 
von 25,000 Mark tihermacht, damit, solehe taube und schwerhirige 
Personen, welche nicht die Mittel besitzen, sich die Obrtrommeln ~ 
-verschaffen, dieselben’ umsonst erhalten kénnen. _Briefe wolle 
man.adressiren; No. 2050.  . Das Institut Micholson, 


yon KARL. J. ‘TROBNER in Strassburg. 


Lie ehomische Boschatfenheit 


und die Funetion der. Schilddrise, 


Von 


Dr. at phil. Adolph Oswald: 


Assistent an der medictinischen Klinik in Ziirich. 
TV, 61 1901. Preis M. 1. 50. 


Sach- und: Namenrogister 
Band, 
von 


-HOPPE-SEYLE ZEVTSCHRIPT 


fiir 


PHLYSIOLOGISOHE OREMIE 


Bearbeitet 


M. Du Mant-Scnanherg. Strassburg. 
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